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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Definicion

La amibiasis es una de las enfermedades mas comunes ocasionadas por
parasitos y de las que tienen mayor impacto sobre la salud (Treviiio Garcia-
Manzo y cois., 1994). El término amibiasis ha sido utilizado para describir tanto
la infeccion como la enfermedad causadas por Entamoeba histolytica, sin
embargo, para distinguir entre ambos estados de infeccidon, se utiliza el término
amibiasis invasiva para el estado de enfermedad y amibiasis intestinal se utiliza

para el estado de portador de quistes (Gomez y cois., 1997).

1.2 Antecedentes Historicos

La forma de trofozoito de Entamoeba histolytica fue descrito por Losch en
1875, a partir de organismos encontrados en un paciente con disenteria cronica.
La evidencia clinica de la asociacion de este organismo con la disenteria fue
descrito por Councilman y LaFleur en 1891. Quincke y Roos describieron la

forma de quiste en 1893 y en 1903, Schaudinn di6 el nombre de Entamoeba



histolytica a este organismo (Bruckner, 1992). En 1925, Brumpt propuso que los
quistes cuadrinucleados de Enfamoeba histolytica eran un complejo de dos
especies, una forma patogénica e invasiva y otra forma no patogénica y no
invasiva a la cual llam6 Entamoeba dispar (Marshall y cois., 1997). La hipotesis
de Brumpt fué descartada por otros expertos y transcurrieron mas de 50 afios
antes de ser apoyada.

En 1978, Peter Sargeaunt y sus colegas demostraron que E. histolytica
podia ser dividida en dos grupos, los cuales correlacionaban con las
caracteristicas clinicas de la infeccion. Sargeaunt compard los patrones
electroforéticos de las isoenzimas hexoquinasa y fosfoglucomutasa. de mas de
6,000 aislados clinicos de E. histolytica, y encontré que los patrones obtenidos
mostraban diferencia entre las cepas aisladas de pacientes asintomaticos y las
obtenidas de pacientes con colitis y absceso hepatico (Sargeaunt y cois., 1978).
Esto reveld que la amibiasis invasiva es producida por cepas que tienen patrones
caracteristicos de isoenzimas (zimodemos). distintos a los de las amibas presentes
en los individuos portadores de quistes (Martinez-Palomo y Espinosa-Cantellano.
1998).

En los ultimos afios, han sido descritos un gran numero de marcadores
genéticos, inmunologicos y bioquimicos, que permiten distinguir entre las amibas
patogénicas y las no patogénicas (Clark y Diamond, 1994) y en 1993, se publico
una redescripcion formal de E. histolytica en la cual era separada como especie

diferente a E. dispar (Diamond y Clark, 1993).

1.3 Clasificacion

Todas las amibas verdaderas en los humanos estan agrupadas en el Phylum

Sarcomastigophora, Subphylum Sarcodina, Superclase Rhizopoda. Clase
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Lobosea. Subclase Gymnamoebia, Orden Amoebida y Familia Endamoebidae
(Levine 'y cois., 1980), el término Entamoeba corresponde al Género.
E. histolytica 'y E. dispar corresponden a la categoria taxonomica Especie

(Martinez-Palomo y Espinosa-Cantellano, 1998).

1.4 Mecanismos de Transmision

La transmision del parasito es basicamente debido a la eliminacion de los
quistes maduros de E. histolytica o E. dispar en las heces de individuos
infectados y la ingestion de los quistes por un receptor susceptible. La
contaminacion a través de la manipulacion de alimentos, irrigacion de vegetales
con agua contaminada, transmisiéon por insectos y el contacto de persona a
persona son las formas mas frecuentes de transmision del pardsito. La transmision
intrafamiliar es una fuente muy importante de infeccion causada por estos

parasitos (Goémez y cois., 1997).

1.5 Ciclo de Vida

Después que los quistes (forma infectiva) son ingeridos, la pared del quiste
es digerida en la parte superior del tracto gastrointestinal, el parasito se
desenquista y se divide dando lugar a ocho trofozoitos uninucleados que
posteriormente migran al colon donde se establecen y proliferan. Los trofozoitos
que constituyen la forma invasiva del pardsito, pueden penetrar la mucosa
intestinal y diseminarse a otros Organos, o bien, cuando las condiciones no son

propicias se inicia el proceso de enquistamiento y los trofozoitos se convierten en



quistes que finalmente serdn eliminados con las heces. Los quistes no pueden
desarrollarse dentro de los tejidos, pero son capaces de permanecer viables en un
ambiente himedo por varios dias y ocasionar infeccion. Contrario a esto, los
trofozoitos tienen un tiempo de vida muy corto fuera del cuerpo y no sobreviven
el paso a través del tracto gastrointestinal, después de su ingestion. (Martinez-

Palomo, 1987; Martinez-Palomo y Espinosa-Cantellano, 1998).

1.6 Manifestaciones Clinicas

Las cepas de Entamoeba histolytica pueden invadir la mucosa y el tejido
del intestino grueso, causando diferentes tipos de lesiones pero también pueden
ingresar al torrente sanguineo y causar lesiones extraintestinales (Treviiio Garcia-
Manzo y cois., 1994). Dependiendo del organo afectado, las manifestaciones
clinicas de la amibiasis son intestinal o extraintestinal. Ambas localizaciones
pueden ocurrir al mismo tiempo, pero usualmente se manifiestan por separado.
Existen 4 formas clinicas de amibiasis intestinal invasiva que generalmente son
de naturaleza aguda: l)disenteria o diarrea sanguinolenta, 2)colitis fulminante,
3)apendicitis amébica y 4)ameboma del colon. E. histolytica puede infectar casi
cualquier organo del cuerpo, incluyendo el higado, cerebro, pulmén y piel. La
forma mas frecuente de amibiasis extraintestinal es el absceso hepatico amibiano
(AHA) que tiene gran importancia clinica y epidemioldgica. Las complicaciones
toraxicas son secundarias al absceso hepatico. Las lesiones que involucran al
sistema nervioso central son muy raras y se presentan como lesiones pequeias
simples o multiples. La amibiasis cutanea es usualmente una complicacion de la
amibiasis intestinal con disenteria y puede ocurrir en la region perianal o en la
region abdominal en casos de absceso hepatico (Martinez-Palomo y Espinosa-

Cantellano, 1998). En las presentaciones clinicas extraintestinales, el
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comportamiento de la enfermedad tiende a ser mds severo, y en consecuencia es
mayor su letalidad (Escandén-Romero y cois., 1996).

Los casos de AHA han sido reportados en pacientes de todas las edades,
pero predomina en adultos cuya edad fluctia entre los 20 y 60 afios. Se ha
observado una marcada preferencia de la formacion de abscesos en el 1dbulo
hepatico derecho y es al menos, tres veces mdas frecuente en hombre que en
mujeres. Interesantemente, es diez veces mas comun en adultos que en nifios

(Sepulveda y cois., 1986).

1.7 Datos Epidemiologicos

La infeccion por Entamoeba histolytica es cosmopolita, pero la incidencia
mas alta se presenta en comunidades con condiciones socioecondomicas
deficientes e higiene inadecuada. Es una de las parasitosis mds comunes y
constituye la tercera causa de muerte dentro de todas las parasitosi’s que afectan al
ser humano (Martinez-Palomo y Martinez-Baez, 1983; Reed, 1992). Se ha
estimado que existen alrededor de 500 millones de sujetos infectados en el
mundo, aunque aproximadamente el 90% de ellos se mantienen asintomaticos
(Walsh, 1986) y que un nimero mayor de 110,000 muertes anualmente pueden
ser atribuidas a complicaciones de la enfermedad (World Health Organization,
1985). Aproximadamente el 10% de las personas infectadas al afio tienen
sintomas clinicos; el 80 - 98 % de estos pacientes tienen sintomas relacionados
con la mucosa intestinal, y en el 2 -20% restantes, las amibas invaden mas alld de
la mucosa intestinal (Marshall y cois., 1997).

Se conoce que la amibiasis es un proceso que se presenta principalmente
en regiones con caracteristicas climaticas calidas o templadas (Martinez-Palomo y

Martinez-Baez, 1983) y la mayor incidencia observada en la primavera y el



verano, muestra claramente que las condiciones ambientales y ecologicas tienen
un efecto importante sobre la ocurrencia del padecimiento (Escandon-Romero y
cois.. 1996). La distribucion geografica de los pacientes con absceso hepatico
amibiano es una condicion prevalente en el este y sureste de Africa, sureste de
Asia, México y la porcion oeste de Sudamérica (Elsdon-Dew, 1968).

La informacion epidemioldgica sobre la ocurrencia de la amibiasis en
México, es aun parcial e incompleta. Se han realizado estudios para conocer la
prevalencia de portadores de quistes de Entamoeba histolytica, la forma
infectante del parédsito. Esta prevalencia varia en las diferentes regiones
geograficas donde se ha estudiado (Escandon-Romero y cois.,, 1996). En 1la
Ciudad de México se notifico una prevalencia del 55% en nifios de 5 a 14 afios
que viven en zonas marginadas y por consiguiente insalubres (Del Muro y cois.,
1990). En Michoacan se refirio6 una prevalencia del 1.8% en el medio urbano y
del 7.2% en el medio rural, en nifios de 6-13 afios (Lara-Aguilar y cois., 1990).
En Oaxaca, en el medio rural, la prevalencia fue del 24% en nifios de 2 a 14 afos
(Navarrete-Espinoza y cois., 1993). En poblacion militar adulta, la prevalencia

global de parasitosis por Entamoeba histolytica fue del 24% (Islas Marroquin,

1993) , aunque mayor en el Valle de México con un 38% y en la ciudad de
Tampico, Tamaulipas con 32%, que en Tuxtla Gutiérrez, Chiapas donde fue de
20% (Escandon-Romero y cois., 1996).

En Meéxico, la amibiasis es motivo de consulta frecuente. Se ha estimado

que en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), instituciébn que brinda
seguridad social a cerca de la mitad de la poblacion mexicana, se atienden mas de
medio millon de casos de amibiasis intestinal cada afo (Trevifio Garcia-Manzo,
1994) , por lo que a nivel nacional habria qué esperar méas de un millon de
pacientes con manifestaciones clinicas de infeccidbn intestinal por amiba
(Escandon-Romero y cois., 1996).

Existe informacion derivada de encuestas seroepidemioldgicas con

determinacion de anticuerpos contra el parasito. Un estudio realizado en 1994.



con individuos pertenecientes a los 32 estados de la Republica Mexicana, en el
que se analizaron casi 68 000 muestras de suero representativas de la poblacion
en términos de edad, status socioecondmico y origen rural o urbano, detectd por
medio de la prueba de Hemaglutinacion Indirecta (IHA), una prevalencia de
anticuerpos contra el parasito de 8.4% a nivel nacional. La seroprevalencia de la
amibiasis en el pais fue de > 9.0 % en las regiones Centro Sur, Pacifico Sur y
Peninsula de Yucatdn; mientras que las regiones del Norte, Noreste y Golfo de
México mostraron una seroprevalencia de < 8.0 %. Interesantemente, la
prevalencia de anticuerpos anti-Entamoeba histolytica es mayor en las regiones
del sur que en las del norte de México (Caballero-Salcedo, 1994).

En otro estudio realizado en 1976 por Gutiérrez y cois., se analizaron cerca
de 20 000 muestras de suero de individuos que habitaban en 46 regiones urbanas
de Meéxico y se encontr6 una prevalencia de anticuerpos anti-amiba de 5.95%,
utilizando la técnica de Contrainmunoelectroforesis (CIE) para la determinacion.
Las diferencias encontradas en estudios estudios, no reflejan necesariamente un
incremento en la seroprevalencia de la poblacidn mexicana, ya que puede deberse
al tipo de poblaciones estudiadas (uno de los estudios incluyd solamente &reas
urbanas) asi como a la metodologia aplicada, IHA en uno de los casos y CIE en el

otro.

1.8 Diagndstico

La deteccion de E. histolytica en el laboratorio se realiza rutinariamente
por medio del examen coproparasitoscopico (CPS), en el cual se analizan un
minimo de tres muestras de heces mediante la observacion microscopica. Este

examen presenta las desventajas de que requiere personal altamente capacitado



para su realizaciébn ya que las amibas pueden ser confundidas con otros parasitos
o con detritus celulares, su sensibilidad es relativamente baja y deben obtenerse
varias muestras de heces frescas para la identificacion del parasito (Martinez-
Palomo y Espinosa-Cantellano, 1998). Ademads, existen ciertas sustancias y
medicamentos que interfieren con la deteccion de los protozoarios intestinales, ya
que no pueden ser recuperados después de una o varias semanas de la
administracion de compuestos como el aceite mineral, bario, bismuto,
antibidticos, agentes antimalariales y algunas preparaciones antidiarréicas (Garcia
y cois., 1995).

Por otra parte, si una muestra de heces es positiva para quistes o0
trofozoitos de amibas, no puede especificarse si se trata de una cepa patdgena o
no patoégena, por lo que el examen CPS debe reportarse como positivo para
E. histolytica |/ E. dispar, resultado que segin la Organizacion Mundial de la
Salud, no es favorable para los individuos asintoméaticos con CPS positivo ya que
no se recomienda el tratamiento a menos que se sospeche infeccidbn por
E. histolytica (Ackers y cois., 1997).

El estandar para la diferenciacion entre E. histolytica y E. dispar es la
identificacion de su patréon de isoenzimas por electroforesis (andlisis de
zimodemos), pero es un procedimiento lento, costoso y requiere cultivar la amiba
a partir de las heces, por lo tanto no es aplicable rutinariamente (Martinez-Palomo
y  Espinosa-Cantellano, 1998). Existen pruebas que utilizan anticuerpos
monoclonales y ensayos basados en la reacciéon en cadena de la polimerasa, éstos
también permiten la diferenciacion (Said-Ferndndez y Flores-Castafieda, 1996);
otras  pruebas utilizadas para la deteccibon de amibiasis en  ELISA,
Contrainmunoelectroforesis, Radioinmunoensayo han sido desarrolladas, sin
embargo, no se encuentran al alcance de cualquier laboratorio ni estan disponibles
comercialmente.

Las pruebas seroldgicas son las mas empleadas en la deteccion de

amibiasis extraintestinal ya que en esta enfermedad las amibas generalmente no



son observadas en el exdmen microscopico de las heces y por lo tanto éste ltimo
no se considera 1util para su deteccion (Wilson y cois., 1995). En cambio, la
busqueda de anticuerpos anti-amibas en el suero de los pacientes constituye una
clave importante para establecer el diagnostico de amibiasis extraintestinal.

Desde 1905, innumerables investigadores mediante técnicas seroldgicas
han tratado de encontrar el método mas especifico y practico para el diagndstico
de la amibiasis. Sin embargo, la autodegradacion de los preparados amibianos
hace que sea dificil estandarizar técnicas de diagnostico altamente reproducibles
(Perez-Monfort y cois., 1987). Mundialmente, se utilizan inhibidores enzimaticos
para disminuir la actividad de las proteasas amibianas, sin embargo, no son
totalmente efectivos ya que la degradacion de las proteinas se lleva a cabo aun en
presencia de ellos y los antigenos amibianos no son estables ni siquiera en
condiciones de congelacion. En solucion a este problema, Flores-Castaneda logro
preservar las moléculas antigénicas presentes en extractos de trofozoitos
amibianos utilizando solventes organicos y calor, a la fraccion obtenida se le
denomind IC:MC, en la cual la actividad de las proteasas amibianas fué
satisfactoriamente eliminada sin wusar- inhibidores enzimaticos (Flores-Castafieda,
1992; Flores-Castaneda, 1995). Eos antigenos preparados con este método son
estables por periodos de tiempo mayores que los preparados que contienen
inhibidores y son ideales para usarse en pruebas de diagnoéstico.

Utilizando los antigenos preservados sin inhibidores enzimaticos, Flores-
Castaneda diseid una prueba de alta resolucion y sensibilidad para diagnosticar
amibiasis invasiva por Western Blot (W.B.) y logré establecer un patron de
proteinas reconocido exclusivamente por los anticuerpos presentes en los sueros
de pacientes con amibiasis invasiva (intestinal o extraintestinal). El patrén esta
constituido por seis bandas antigénicas y no es reconocido por los anticuerpos
presentes en los sueros de los sujetos sin amibiasis que habitan en una zona

endémica, ni por los anticuerpos de sujetos asintomaticos con examen CPS
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positivo para E. histolytica | E. dispar (Flores-Castaneda y cois., 1991; Flores-
Castafieda. 1992; Said-Ferndndez y Flores-Castafieda, 1996).

Por otro lado, se ha observado que el patron caracteristico de amibiasis
invasiva obtenido en la prueba de W.B., no muestra correlaciéon con los titulos de
anticuerpos determinados con la técnica de IHA wutilizada en México para el
diagnostico de amibiasis invasiva, ya que en el suero de algunos pacientes con
absceso hepatico amibiano (AHA) se encontrd el patron de W.B. caracteristico de
amibiasis invasiva y la prueba de IHA detectd titulos de anticuerpos de 1:512 o
menores, considerados como negativos en zonas endémicas (Flores-Castafieda,
1995). Estos datos sugieren fuertemente que el método de W.B. es mds confiable
para sustentar un diagndstico de AHA que el método de IHA. Con el patron de
amibiasis invasiva por W.B., se ha diagnosticado a mas de 300 pacientes del
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzéalez” de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn, y esto ha servido para validar la utilidad diagnodstica
de la prueba ya que los pacientes respondieron satisfactoriamente al tratamiento
antiparasitario.

En la actualidad, el Centro para el Control de Enfermedades (CDC) en
Atlanta, Georgia, utiliza como su estandar de referencia para el serodiagnodstico
de amibiasis, la prueba de IHA en la que titulos de anticuerpos menores de 1:256
se consideran negativos. Se ha demostrado que la prueba de IHA. detecta
anticuerpos especificos para FEntamoeba histolytica a titulos de >1:256 en
aproximadamente el 95% de los pacientes con amibiasis extraintestinal, 70% de
los pacientes con amibiasis intestinal activa y 10% de individuos portadores de
quistes del parasito. Los titulos positivos pueden persistir por meses o afos aun
después del tratamiento, por lo que la presencia de titulos de anticuerpos no
necesariamente indica una infeccion aguda o reciente. La especificidad de la
prueba es excelente, por lo que un resultado falso positivo a titulos de >1:256,

raramente ocurre (Healy, 1988).



Varios reactivos incluyendo la IHA, ensayos inmunoenzimaticos (EIA)
(Knobloch y Mannvveiler, 1983) y por inmunodifusion, se encuentran disponibles
comercialmente en Estados Unidos. A pesar de que la prueba de inmunodifusion
es especifica, es menos sensible que la prueba de IHA y requiere un minimo de
24 horas para obtener un resultado, en cambio la IHA requiere s6lo 2 horas para
su realizacion. Las pruebas de IHA y EIA, son mas recomendables para los
laboratorios que frecuentemente reciben muestras para serologia de amibiasis

(Linn y cois., 1989).

1.9 Justificacion

Las pruebas de diagndstico para amibiasis invasiva existentes en el
mercado, han demostrado ser utiles en zonas donde la amibiasis no es un
problema endémico, sin embargo, en lugares como nuestro pais donde este
problema tiene todos los factores condicionantes a su favor, las pruebas
desarrolladas no muestran la misma eficiencia.

Con las evidencias reunidas después de varios afios de estudio, los
antigenos amibianos preservados sin inhibidores enzimaticos, utilizados en la
prueba de Western Blot para amibiasis invasiva (Flores-Castafieda, 1992; Flores-
Castanieda, 1995), han demostrado ser la eleccidbn correcta en pruebas
diagnodsticas, es por esto que, el investigar' la utilidad clinica de una prueba de
ELISA disefiada con estos antigenos amibianos, puede contribuir de manera
importante al estudio de la amibiasis y ofrecer resultados a un costo mas

accesible que la prueba de Western Blot.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 Objetivo General

Investigar la aplicacion de una prueba de ELISA disefiada con antigenos

amibianos preservados sin inhibidores enzimaticos.

22.1

222

223

224

2.2 Objetivos Especificos

Realizar las Pruebas de Hemaglutinacion Indirecta, a los Sueros de
Pacientes con Diagnostico Presuntivo de Absceso Hepatico Amibiano, de
Diversas Parasitosis Intestinales o de Diversas Hepatopatias.

Comparar los Resultados Obtenidos en la Prueba de WB, con los Titulos
de Anticuerpos Obtenidos en la Prueba de IHA para Amibiasis Invasiva.

Obtener la Fraccion IC:MC a Partir de los Trofozoitos de E. histolytica.

Utilizar la Fraccion IC:MC, como Antigeno en la Prueba de ELISA para el
Diagndstico de Amibiasis Invasiva.
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2.2.5

2.2.6

2.2.7

2.2.8

wmamsam mm

Confirmar que la Prueba de ELISA para el Diagnostico de Amibiasis
Invasiva, da Positiva con los Anticuerpos Presentes en el Suero de Sujetos
con Absceso Hepatico Amibiano.

Confirmar que la Prueba de ELISA para el Diagnéstico de Amibiasis
Invasiva, no da Positiva con los Anticuerpos Presentes en el Suero de
Sujetos Clinicamente Sanos, que Habitan en Zonas Endémicas.

Determinar la Sensibilidad, Especificidad, Exactitud y Valores Predictivos
Positivo y Negativo de la Prueba de ELISA, para la Deteccion de
Amibiasis Invasiva.

Comparar los Resultados Obtenidos en la Prueba de ELISA de los Sueros
de Pacientes con Amibiasis Invasiva, con los Resultados de los Sueros de
Individuos con Diversas Parasitosis Intestinales.
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Los sueros utilizados en este trabajo fueron clasificados en los siguientes
grupos:
GRUPO 1: En este grupo se incluyeron 66 sueros pertenecientes a pacientes con
diagnoéstico de AHA, demostrado por ecografia y/o tomografia axial
computarizada, datos clinicos y resultado positivo en la prueba de W.B. para
amibiasis invasiva.
GRUPO 2: En este grupo se incluyeron 86 pacientes con hepatopatias de diversa
etiologia: como carcinoma (10), hepatitis C (4), hepatitis B (1), hepatopatia
alcohodlica (35), quistes hepaticos (2), cirrosis (5) y otras hepatopatias (29).
GRUPO 3: En este grupo se incluyeron 87 individuos que presentaron diversas
parasitosis intestinales: individuos con una parasitosis intestinal (46), dos
parasitosis intestinales (20), tres parasitosis (6), cuatro parasitosis (2), con
levaduras (3), examen coproparasitoscopico negativo (10).
GRUPO 4: En este grupo se incluyeron 33 sueros de sujetos clinicamente sanos,
sin antecedentes de haber padecido amibiasis invasiva y con Western Blot

negativo.

3.2 Origen de los Reactivos

Para la prueba de Hemaglutinacion Indirecta se utilizd el reactivo
Cellognost Amoebiasis de Behring Diagnostics GmbH  (Alemania), el
procedimiento se realiz6 de acuerdo a las especificaciones del proveedor.

De Sigma (St. Louis, Mo. EUA) se adquirieron los anticuerpos antihumano
marcados con peroxidasa, asi como también, alblimina sérica bovina, Tween 20,
y orto-feniléndiamina.

El cloruro de sodio, extracto de levadura, clorhidrato de L-cisteina, acido

ascorbico, cloruro de potasio, peroxido de hidrogeno, las vitaminas utilizadas en
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el cultivo de amibas y el 4cido citrico, fueron adquiridos de la casa comercial
Merck (México).

De la marca Monterrey (México), se utilizaron el fosfato dibdsico de
potasio, fosfato monobasico de potasio y fosfato dibasico de sodio.

La peptona de caseina fué¢ de la marca BBL. Las placas de microtitulacion
para ELISA fueron de la marca Costar / Biorad. De la marca Baker se adquirieron
la glucosa, el 4cido sulfurico y el etanol. De Analityka se utilizo el 4acido
fosforico.

El suero bovino de adulto se adquirid6 en Microlab (México) y el reactivo

azul brillante de Coomassie G-250 en Biorad (Hercules, CA, EUA).

3.3 Equipo

Para la realizacion de este trabajo se utiliz0 un potencidmetro Orion
Research digital pH / millivolt meter 611, una balanza analitica (Sartorious
Analytic Ac 1205), Congeladores de -40 °C y -70°C de Cryo Fridge American
Scientific Products, una campana de flujo laminar (Purifier Class II Safety
Cabinet) y un sistema de liofilizacion modelo Lyph Lock 4.5 marca Labconco, un
fabricador de hielo marca Rosstemp, una incubadora modelo CI-46 de American
Scientific Products (Water Jacketed Incubator), un microscopio Carl-Zeiss, una
centrifuga marca Beckman modelo J-6B, un invertoscopio Zeiss West Germany,
un espectrofotometro modelo 340 de Sequoia Turner Corporation, una plancha-
agitador Pyro-magnestir Lab-line modelo 1179, un sonicador (Virsonic 300) de
The Virtis Company Inc., un agitador de placas de ELISA (Micro-Shaker II) de
Dynatech Products y un Lector de ELISA (Benchmark Microplate Reader) de la
marca BIORAD.
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3.4 Prueba de Hemaglutinacion Indirecta

Esta prueba se realizO de acuerdo a las indicaciones del proveedor
(Behring Diagnostics GmbH, Alemania) y se practico a todos los sueros incluidos
en el estudio, pertenecientes a pacientes con AHA, diversas hepatopatias y sujetos
con parasitosis intestinales. Los resultados obtenidos fueron comparados con los

de la pruebas de Western Blot y ELISA.

3.4.1 Reactivos de la Prueba Cellognost Amoebiasis.

1. Cellognost Amoebiasis (Reactivo de amebiasis IHA): Liofilizado, integrado
por eritrocitos O humanos estabilizados. Estos eritrocitos han sido
sensibilizados con antigeno soluble purificado de E. histolytica cepa HK-9.

2. Suero control positivo de la amebiasis: Es un inmunosuero de cabra,
liofilizado.

3. Suero control negativo parasitologico: Es una fraccion estabilizada de suero

humano.

4. Solucion tampoén tris pH 8.0: Tris-(hidroximetil-)aminometano 0.1 M con

suero inactivado de conejo como estabilizador.

3.4.2 Preparacion de Reactivos de THA.

1. Reconstituir el reactivo IHA en la cantidad de agua destilada indicada en la
etiqueta, agitar suavemente e incubar a temperatura ambiente (entre 15 y
25 °C) por lo menos dos horas o, mejor atn, toda la noche entre 2 y 8 °C.
Después de este procedimiento el reactivo esta listo para su uso.

2. Diluir el suero control positivo en la cantidad de agua destilada indicada en la

etiqueta.
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El suero control negativo y la solucidon tampon estan listos para su uso.

3.4.3 Determinacion Cuantitativa de Anticuerpos anti- Entamoeba histolytica.

1.

7.

Colocar sobre una base humeda, una placa de microtitulaciéon de 96 pozos con
fondo en “V”.
Realizar a cada uno de los sueros a probar y al suero control positivo, las

diluciones especificadas por el proveedor del reactivo: colocar 100 pL de suero
control positivo prediluido 1:8 en solucion tampon tris pH 8.0 o suero del
paciente, en los pozos 1A hasta 1H. En los pozos restantes, a excepcion de
Al2, se colocan 50 pL de solucion tampon tris. En Al2 se aplican 50 pL de

suero control negativo prediluido 1:16.

. Mediante traspaso de 50 pL de la fila 1 correspondiente, por medio de pipeta

multicanal o de microdilutores precalibrados, se obtienen series geométricas de
diluciones; el suero control positivo en la fila A se diluye solamente hasta la
cavidad 10 que corresponde a la dilucion 1:4096.

Agregar 25 pL del reactivo preparado IHA en los pozos de la fila No. 2 hasta

la fila No. 12, que corresponden a las diluciones a partir de 1:16.

. Mezclar la placa manualmente o con un agitador.

. Dejar reposar a temperatura ambiente (entre 15 y 25 °C) sobre una superficie

exenta de vibraciones.

Leer después de 2 a 3 horas.

3.4.4 Lecturay Valoracion de Resultados.

1.

La lectura no debe efectuarse antes de transcurridas dos horas de la iniciacion
de la prueba. La observacion se realiza sobre un fondo blanco o con la ayuda

de un espejo.
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2. La prueba tiene valor cuando el suero control positivo alcanza el titulo de
1:512 indicado (= 1 grado en la escala de dilucion), el suero control negativo

reacciona negativamente y las células en el control del reactivo IHA han

sedimentado.

3. Para la interpretacion debe utilizarse el control negativo y se realiza de la

siguiente manera:
-Resultado positivo: aglutinacion completa de las células (formacion en
tapiz).
-Resultado positivo débil: aglutinacion con formacion anular.

-Resultado negativo: sedimentacion de las células (formacion puntiforme

o anular").

3.5 Origen de la Cepa

Se utilizaron trofozoitos de Entamoeba histolytica de la cepa HMLIMSS,
proporcionados por el Dr. Armando Isibasi Araujo de la Unidad de Investigacion
en Inmunoquimica del Centro Médico Nacional Siglo XXI, del Instituto

Mexicano del Seguro Social.

3.6 Cultivo de Entamoeba histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica fueron cultivados en medio axénico

TYI-S-33 (Diamond, 1978).
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3.6.1 Preparacion de la Base TYI.

Para preparar la base TYI, se pesaron las siguientes sustancias: 1.0 g de
fosfato dibasico de potasio, 0.6 g de fosfato monobasico de potasio, 2.0 g de
cloruro de sodio, 20.0 g de peptona de caseina digerida, 10.0 g de extracto de
levadura, 10.0 g de glucosa, 1.0 g de clorhidrato de L-cisteina, 0.2 g de 4&cido
ascorbico y 22.8 mg de citrato de amonio férrico. Posteriormente, se disolvieron
en un volumen final de 800 mL de agua destilada o desionizada y se ajustdo el pH
a 6.8 con hidroxido de sodio IN.

Se colocaron 11 mL de la base TYI en tubos de borosilicato de
16 x 125 mm con tapén de rosca y fondo redondo, después se procedid a

esterilizar en autoclave a 121 °C y 15 Ib de presion durante 15 min.

3.6.2 Preparacion de la Mezcla Vitaminica #18.

Para la mezcla vitaminica #18, se deben preparar las siguientes soluciones:

A) Pesar 45.0 mg de niacinamida, 4.0 mg de clorhidrato de piridoxal, 23.0 mg de
pantotenato de calcio, 5.0 mg de clorhidrato de tiamina y 1.2 mg de vitamina
B12. Se disuelven y se llevan a un volumen final de 25 mL con agua destilada.

B) Disolver 7.0 mg de Riboflavina en agua utilizando la minima cantidad de
Hidroxido de sodio 0.1 N y llevar a un volumen final de 45 mL con agua
destilada.

C) Disolver 5.5 mg de Acido folico en agua utilizando la minima cantidad de
Hidroxido de sodio 0.1 N y llevar a un volumen final de 45 mL con agua
destilada.

D) Disolver 2.0 mg de D-Biotina en agua y llevar a un volumen final de 45 mL

con agua destilada.



E) Disolver 1.0 mg de DL-6-8 Acido tidctico en 5 mL de etanol al 95 %, agregar
500 mg de Tween 80 y llevar a un volumen final de 30 nrL con agua destilada.

Mezclar las soluciones A, B. C y D, homogenizar. posteriormente agregar
la solucion E y llevar a un volumen final de 200 mL con agua destilada. La

mezcla vitaminica obtenida debe ser esterilizada utilizando filtro de 0.22 pm.

3.6.3 Preparacion del Medio de Cultivo TYI-S-33.

Para preparar el medio TYI-S-33, se agregaron 0.25 mL de la mezcla
vitaminica #18 y LO mL de suero bovino adulto a cada uno de los tubos de
borosilicato de 16 x 125 mm con tapéon de rosca y fondo redondo, conteniendo la

base TYI.

3.6.4 Resiembra de Trofozoitos de E. histolytica.

1. Colocar en bano de hielo durante 5 minutos, los tubos conteniendo el cultivo
de E. histolytica en fase logaritmica.

2. Invertir los tubos varias veces y homogenizar su contenido.

3. Inocular asépticamente los tubos con medio de cultivo TYI-S-33, agregandoles
2 mL del cultivo de E. histolytica.

4. Incubar los tubos a 36.6 °C de temperatura y con una inclinacioén de 5° con

respecto al eje horizontal, durante 72-96 horas.

3.6.5 Obtencion de Trofozoitos de E. histolytica.

1. Colocar en baio de hielo durante 5 minutos, los tubos conteniendo el cultivo
de E. histolytica.
2. Homogenizar por inversion el contenido de los tubos y vaciarlo en tubos

conicos de 50 mL para centrifuga.



3. Centrifugar en frio a 1500 rpm durante 10 minutos.

4. Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento.

5. Lavar los trofozoitos con solucion salina de fosfatos 0.15 M, pH de 7.2-7.4
(PBS) y centrifugar bajo las condiciones antes mencionadas.

. Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento.

Lavar 2 veces mas utilizando PBS.

Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento.

I -

Colocar el sedimento resuspendido en viales para liofilizacion.

10. Congelar inmediatamente el contenido del vial, colocandolo en una mezcla de
gas carbonico solidificado y acetona, ésta ultima se agrega sobre el hielo seco
hasta cubrirlo completamente.

11 .Liofilizar inmediatamente.

3.6.6 Liofilizacion de Trofozoitos de E. histolytica.

1. Encender la liofilizadora y esperar a que la cantidad de vacio formada sea la

adecuada.

2. Colocar con mucha precaucioén, los viales conteniendo los trofozoitos de
E. histolytica congelados.

3. 'Permitir que el proceso de secado se realice hasta que la muestra haya sido
correctamente liofilizada.

4. Sellar correctamente los viales conteniendo el material de E. histolytica hasta

que la preservacion de los antigenos amibianos se realice.
3.6.7 Lavado del Material de Vidrio Utilizado en el Cultivo de E. histolytica.
L Lavar con extran las pipetas, tubos y botellas de vidrio a utilizar en el cultivo

de E. histolytica.

2. Enjuagar con agua corriente y escurrir.
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3. Colocar el material en una solucién de cloro al /% durante 12-24 horas.

4. Enjuagar con agua corriente y escurrir.

5. Colocar el material en una solucién de acido clorhidrico al 1% durante 12-24
horas.

6. Lavar con abundante agua corriente y posteriormente con agua destilada.

7. Secar los tubos en el horno a 180 °C de temperatura durante 1 hora.

3.7 Preservacion de los Antigenos de E. histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica fueron preservados antigénicamente de
acuerdo al procedimiento desarrollado por Llores-Castaieda y se obtuvo la
fraccion IC:MC, -caracterizada por poseer una baja actividad proteolitica y
antigenos estables por periodos de tiempo prolongados (Llores-Castaneda, 1992;

Llores-Castaneda, 1995).

3.8 Determinacion de la Concentracion de Proteinas

La determinacion de la concentracion de proteinas se realizd por el método
descrito por Bradford en 1976. Este método emplea como colorante el azul
brillante de Coomassie G-250 (CBB G-250) cuya unidon con las proteinas puede
ser medida espectrofotométricamente determinando su absorbancia a 595 nra.

Este procedimiento es muy sensible trabajando en el rango de 0.2 - 1.4 mg
de proteina por mL para el ensayo estandar y de 5 - 100 mg de proteina por mL

en el microensayo.
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3.8.1 Procedimiento Estandar.

1.

Preparar un stock de albumina sérica bovina (ASB stock) a una concentracién
de 1 mg/mL de proteina.

Preparar una serie de estdndares de albumina de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/mL
de proteina para realizar una curva de calibracion.

Colocar 100 pL de los estdndares de albimina preparados anteriormente y de
la muestra problema (conteniendo de pg/mL de proteina) en tubos de vidrio
de 13 x 100 mm.

Agregar 5.0 mL de reactivo de Bradford a cada uno de los tubos incluidos en el
ensayo.

Homogenizar correctamente.

. Dejar reposar durante 30 min a temperatura ambiente.

Medir la absorbancia a 595 nm contra un blanco preparado con 0.1 mL de PBS

y 5.0 mL de reactivo de Bradford.

3.9 Prueba de ELISA (Flores-Castaiieda, 1999)

3.9.1 Preparacion de Antigeno de E. histolytica para ELISA.

N g A W

. Pesar- 10 mg de antigeno de E. histolytica preservado antigénicamente.

Resuspender el antigeno en solucion amortiguadora.
Hervir.

Enfriar.

Sonicar.

Centrifugar.

Decantar el sobrenadante.
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8. Determinar la concentracion de proteinas en el sobrenadante.

3.9.2 Anticuerpos Conjugados Utilizados en ELISA.

Durante el proceso de estandarizacion de la prueba de ELISA para
amibiasis invasiva, se probaron los siguientes anticuerpos anti-gamma globulinas

humanas, conjugados con peroxidasa:

a) IgG de conejo anti-inmunoglobulinas humanas diluido 1:20 000.

b) IgG de conejo anti-inmunoglobulinas humanas diluido 1:60 000.

c¢) IgG de cabra anti-inmunoglobulinas humanas diluido 1:7 000.

d) IgG de cabra anti-inmunoglobulinas humanas diluido 1:14 000.

e) Inmunoglobulinas de cabra anti-IgA humana (cadena alfa) diluido 1:5 000.
f) IgG de cabra anti-IgM humana (cadena p) diluido 1:20 000.

g) Inmunoglobulinas de cabra anti-IgG humana (cadena a) diluido 1:10 000.

3.9.3 Procedimiento de ELISA.

1. Colocar el antigeno de E. histolytica, en cada pozo de una placa de
microtitulacion de fondo plano.

2. Incubar a 4°C.

3. Ambientar la placa y decantar el contenido sobre una tira de papel absorbente.

4. Realizar 3 lavados con 300 pL de solucion de lavado (PBS 0.1M pH 7.2-7.4 +
Albumina sérica bovina al 0.01% + Tween 20 al 0.05%).

5. Agregar solucion bloqueadora (PBS 0.1M pPI 7.2-7.4 + Albumina sérica
bovina al 3% + Tween 20 al 0.05%).

6. Incubar durante 1 hora a 37°C.

7. Realizar 3 lavados con 300 pL de solucion de lavado.

8. Agregar el suero del paciente diluido 1:100 en solucidén de lavado.
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9. Incubar a 37°C.
10. Realizar 3 lavados igual que en el paso 4).
11 .Agregar los anticuerpos polivalentes anti-gamma globulinas humanas

conjugados con peroxidasa, diluidos en solucion de lavado.
12.Incubar a 37°C.
13. Realizar 3 lavados igual que en el paso 4).
14. Agregar 100 pL de sustrato - cromogeno (solucion amortiguadora de citratos

0.1 M pH 5.0 + o-feniléndiamina + perdxido de hidrogeno).
15.Incubar en la oscuridad.
16. Agregar 40 pL de H,S0, 1 N.
17. Determinar la absorbancia a 490 nm, en un lector de ELISA.

El procedimiento se realizd de acuerdo a la patente obtenida por Flores-

Castafieda en 1999. Se analizaron por ELISA los sueros de pacientes con AH A,

de individuos con diversas parasitosis intestinales y de sujetos sanos.
3.9.4 Determinacion de Indices de absorbancia en la prueba de ELISA.

La determinacion de indices de absorbancia se realizO0 mediante la

siguiente ecuacion:

ABS AH A
JA = -
ABS CN
donde:
1A = Indice de absorbancia.

ABS AH A = Valor de absorbancia del suero de AH A en la prueba
de ELISA.
ABS CN = Valor de absorbancia del suero control negativo
(perteneciente a sujetos sanos del grupo 4) en la prueba de

ELISA.
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3.9.5 Determinacion de las Unidades de ELISA.

Las Unidades de ELISA para los sueros de pacientes con AHA. sujetos
clinicamente sanos e individuos con diversas parasitosis intestinales, fueron
obtenidas con la siguiente ecuacion:

100
UE = - x D.O. Pb
0.060
donde:
UE = unidades de ELISA.

100 = valor constante en la ecuacion.
0.060 = densidad optica obtenida a 490 nm, con el suero control
positivo de AHA.

D.O. Pb = densidad 6ptica obtenida a 490 nm, con la muestra

problema.

3.9.6 Interpretacion de los Resultados.

El valor de corte en la prueba de ELISA para amibiasis invasiva se
establecio en 80 UE. Un resultado superior a 80 UE en la prueba de ELISA para
amibiasis invasiva, se interpreta como positivo y un valor inferior a 80 UE se
considera negativo. Los sueros con 80 UE se consideran indeterminados ya que
se encuentran en una zona gris que no permite identificarlos como positivos o

negativos.

3.9.7 Determinacion de Parametros para la Prueba de ELISA.

Con los resultados obtenidos en los ensayos realizados se determinaron los

pardmetros de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor
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predictivo negativo y exactitud, correspondientes a la prueba de ELISA para

amibiasis invasiva. Para llevar a cabo estas determinaciones se utilizaron las

siguientes ecuaciones (Friedman, 1987):

Prueba de Amibiasis Otro
ELISA invasiva diagnostico
Positivo (a) (b)

Negativo (¢) (d)

Donde:
Sensibilidad=(a/a +c)x 100
Especificidad=(d/b + d)x100
Valor predictivo positivo=(a/a +b)x 100
Valor predictivo negativo=(d/d + ¢c)x100
Exactitud=(a+d/a+b+c+d)x 100

3.10 Evaluacion de los Resultados.

Se estimo el rendimiento diagnoéstico de las pruebas de IHA y WB. Las
comparaciones se realizaron con la prueba de X’ con correccion de Yates y la

diferencia se consider6 significativa al obtener un valor de p < 0.05 bimarginal.
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CAPITULO 4

RESULTADOS

4.1 Hemaglutinacion Indirecta

TABLA 1

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA PRUEBA DE IHA CON SUEROS DE
PACIENTES CON AHA, DIVERSAS HEPATOPATIAS
O PARASITOSIS INTESTINAL

Sueros de pacientes con
Titulos en AHA Hepatopatia Parasitosis intestinal
IHA n=066 n=_86n=87
<1:256 12 86 82
1:256 0 0 3
1:512 11 0 2
1:1024 4 0 0
1:2048 7 0 0
1:4096 27 0 0
1:8192 2 0 0
1:16384 3 0 0

De acuerdo a las especificaciones del reactivo de IHA para amibiasis

invasiva, titulos de anticuerpos >1:256 son considerados como positivos, sin

29
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embargo, en zonas endémicas de amibiasis como nuestro pais, se requieren titulos
>1:512 para la interpretacion de un resultado positivo.

Considerando como valor de corte titulos de 1:256. de los 66 sueros de
pacientes con AHA analizados, 12 dieron resultado negativo y 54 positivo. Por
otra parte, si tomamos como valor de corte titulos de 1:512, en este estudio se
encontr6 que, 54 sueros de los pacientes con AHA dieron positiva la prueba y el

resto mostr6 un resultado negativo.

La tabla 1 nos muestra que con los sueros analizados por IHA en este
trabajo, coincidentalmente se obtuvo el mismo numero de resultados positivos
utilizando ambos valores de corte para la prueba (1:256 y 1:512), esto se debe a
que ningun suero con AHA mostr6 titulos de anticuerpos de 1:256, los 54 sueros
positivos en la prueba presentaron titulos > 1:512.

Los 86 sueros de pacientes con diversas hepatopatias y prueba de WB
negativa para amibiasis invasiva, dieron negativa la prueba de IHA (titulos
<1:256). De los individuos con parasitosis intestinal (n=87), 82 tuvieron un
resultado negativo en la prueba de IHA, 3 fueron positivos con titulos de 1:256 y
2 presentaron titulos de 1:512.

Es importante tomar en cuenta que 5 de los 87 individuos con parasitosis
intestinal, dieron positiva la prueba de IHA (titulos de anticuerpos >1:256) y
todos ellos reportaron un solo parasito intestinal en su  examen

coproparasitoscopico.
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TABLA 2

COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE IHA EN EL SUERO DE
SUJETOS CON PARASITOSIS INTESTINAL CON LOS OBTENIDOS
EN EL EXAMEN COPROPARASITOSCOPICO

No. sujetos Titulos en Examen
analizados IHA coproparasitoscopico
1 1:256 Blastocystis hominis
9 <1:256
1 1:256 Giardia duodenalis
9 <1:256
1 1:256
1 1:512 Hymenolepis nana
3 <1:256
1 1:512 Ascaris lumbricoides
2 <1:256

El examen coproparasitoscopico de los individuos con IHA positiva,
mostr6 la presencia de un solo parasito intestinal en cada caso (Rodriguez- Pérez
y cois., 1999). De los 87 sueros de sujetos con parasitosis intestinal analizados, 5
dieron positiva la prueba de IHA (titulos de IHA >1:256), los 82 restantes
tuvieron un resultado negativo.

En la tabla 2 podemos apreciar que de 10 individuos infectados con
Blastocystis hominis, sOlo 1 tuvo titulos de IHA =1:256 y 9 dieron negativa la
prueba. Esto mismo ocurre en el caso de los individuos infectados con Giarclia
duodenalis.

De un total de 5 sujetos con examen CPS positivo para Hymenolepis nana,
2 mostraron positiva la prueba de IHA y 3 fueron negativos. En el caso de los
individuos parasitados con Ascaris Iumbricoides, 1 tesultd positivo en la prueba

y 2 mas dieron resultado negativo.



4.2 Comparacion de las Pruebas de IHA y WB

TABLA 3

COMPARACION DE LAS PRUEBAS DE THA Y WB, EN SUEROS DE
PACIENTES CON AHA O CON DIVERSAS HEPATOPATIAS

Sueros IHA [HA Western
de 1:256 1:512 Blot
pacientes + + +
AHA +
(n=66) 5412 5412 660
AHA-
(n=86) 0 86 0 86 0 86

La comparacion de las pruebas de IHA y WB, se efectud6 con los
resultados en W.B. obtenidos en los sueros de pacientes con AHA (n=66) y con
hepatopatias de diversa etiologia (n=86), realizados por Tamez-Trevifio y cois.

Los resultados en la tabla 3, muestran que si utilizamos titulos de 1:256
como valor de corte para la prueba de IHA (como lo indica el proveedor del
reactivo), en lugar de titulos de 1:512 (considerados como positivos en zonas
endémicas de amibiasis), la sensibilidad y especificidad de la prueba no varian ya
que con ambos valores de corte se obtuvo el mismo nimero de sueros positivos y
negativos. Lo anterior se explica con los resultados mostrados en la tabla 1, donde
se aprecia que ninguno de los sueros de pacientes con AHA utilizados en este
trabajo obtuvo titulos de 1:256, ya que los 54 sueros positivos en IHA presentaron

titulos de anticuerpos >1:512.
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4.2 Comparacion de las Pruebas de IHA y VVB

TABLA 3

COMPARACION DE LAS PRUEBAS DE IHA Y WB, EN SUEROS DE
PACIENTES CON AHA O CON DIVERSAS HEPATOPATIAS

Sueros IHA [HA Western
de 1:256 1:512 Blot
pacientes + + +
AHA +
(n=66) 5412 5412 66 0
AHA-
(n=286) 0 86 0 86 0 86

La comparacion de las pruebas de THA y WB, se efectu6 con los
resultados en W.B. obtenidos en los sueros de pacientes con AHA (n=66) y con
hepatopatias de diversa etiologia (n=86), realizados por Tamez-Trevifio y cois.

Los resultados en la tabla 3, muestran que si utilizamos titulos de 1:256
como valor de corte para la prueba de IHA (como lo indica el proveedor del
reactivo), en lugar de titulos de 1:512 (considerados como positivos en zonas
endémicas de amibiasis), la sensibilidad y especificidad de la prueba no varian ya
que con ambos valores de corte se obtuvo el mismo numero de sueros positivos y
negativos. Lo anterior se explica con los resultados mostrados en la tabla 1, donde
se aprecia que ninguno de los sueros de pacientes con AHA utilizados en este
trabajo obtuvo titulos de 1:256, ya que los 54 sueros positivos en IHA presentaron

titulos de anticuerpos >1:512.



Asi también, la tabla 3 nos permite apreciar que la prueba de IHA es
superada de manera notoria por la prueba de Western blot, ya que ésta ultima
detectd6 el 100 % de los sueros de pacientes con AHA utilizados y revelo un

resultado negativo en el 100% de los sueros de pacientes con hepatopatia.

TABLA 4

COMPARACION DE LAUTILIDAD CLINICA DE LAS PRUEBAS

DEIHAY WB
[HA* Western
Parametro 1:256 Blot

Sensibilidad 81.8 % 100%

Valor predictivo 100 % 100%
positivo

Valor predictivo 87.7 % 100 %
negativo

Especificidad 100 % 100 %

Exactitud 92.1 % 100 %

* Valor de corte en IHA = 1:256.

Los parametros de la tabla 4 fueron calculados en base a los resultados
obtenidos en las pruebas de IHA y WB, realizadas a 66 sueros de pacientes con
AHA y 86 con diversas hepatopatias. Apreciamos como la prueba de Western
Blot fué¢ superior que la prueba de IHA, mostrando una exactitud del 100%,
mientras que la de THA muestra una exactitud del 92.1%. La sensibilidad y el
valor predictivo negativo también son menores en la prueba de IHA con respecto

a los valores del W.B.
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4.3 Estandarizacion de la Prueba de ELISA

La fraccion IC:MC obtenida a partir de los trofozoitos liofilizados de
Entamoeba histolytica, fué sometida a varios procesos en los que se utilizaron
diferentes soluciones amortiguadoras y condiciones, con el fin de encontrar el
método mas apropiado que permitiera recuperar la mayor cantidad posible de
proteinas y al mismo tiempo, proporcionara las condiciones adecuadas para que
dichas proteinas pudieran ser utilizadas como antigeno en la prueba de ELISA

para amibiasis invasiva.

TABLA 5

RECUPERACI(:)N DE PROTEINAS EN LA PREPARACION DE
ANTIGENO DE E. histolytica, EN DIVERSOS

AMORTIGUADORES
Procesamiento de la fraccion IC:MC pg de proteina
obtenidos por
Solucion amortiguadora utilizada E S| C | Sb cada 10 mg de
IC:MC
Solucion salina de fosfatos + | + |+ | * 176.05
0.1 MpH 7.2-7.4
Tris-HCI1 0.5 M pH 6.8, SDS + : + |+ 2,047.5
10%, 2-mercaptoetanol (2ME)
Carbonates pH 9.6 + + + + 805.22
Carbonates pH 9.6, 2ME 0.1M + | + + + 291.60
Carbonates pH 9.6, 2ME, + + + + 1,386.2
urea SM
Acetatos 0.1 M pH 5.0 + + + + 150.72
Acetatos 0.1 M pH 5.0, + + | + + 907.76
2ME 0.1 M, urea 8M

E= Ebulliciéon, S=Sonicaciéon, C= Centrifugacion
Sb= Obtencion del sobrenadante
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Las soluciones amortiguadoras que se utilizaron en este trabajo para
procesar la fraccion IC:MC, se muestran en la tabla 5. De todas ellas, se eligio la
solucion de carbonates pH 9.6-2ME-urea para el tratamiento del antigeno
amibiano, ya que ademds de aportar' las condiciones adecuadas para que las
proteinas amibianas fueran reconocidas de manera eficiente, por los anticuerpos
presentes en el suero de los pacientes con AHA; proporciond6 un rendimiento
adecuado en cuanto a la recuperacion de proteinas a partir de los extractos

amibianos.

TABLA 6

INDICES DE ABSORBANCIA EN ELISA, UTILIZANDO DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE ANTIGENO EN SOLUCION DE

CARBONATOS
Sueros Concentracion de
analizados* antigeno
AHA 100 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL
7 2.7 +£0.06 2.6 £0.77 2.4+0.14
11 2.0 +0.30 2.0+0.32 1.9+0.11
65 1.9+0.11 2.0 +0.32 1.8+£0.14

* Se us6 como control negativo el suero No. 1.

Los indices de absorbancia presentados en la tabla 6 fueron calculados
utilizando la ecuacion descrita en el punto 3.9.4, a partir de las lecturas de
absorbancia que presentaron los 3 sueros de pacientes con AHA (7, 11 y 65) y el
suero control negativo No. 1 utilizados. El TA nos muestra cuantas veces es
mayor la absorbancia obtenida por los sueros de los pacientes con AHA, con
respecto al suero 1 empleado como control negativo. Los valores registrados,

representan el promedio + una desviacion estandar, de los indices de absorbancia



obtenidos por cada uno de los sueros de pacientes utilizados en tres ensayos de
ELISA realizados simultaneamente.

En la tabla 6 podemos apreciar que la reacciébn antigeno-anticuerpo, se
mostrd igualmente eficiente entre las concentraciones de 100, 50 y 25 pg de
proteina/mL, utilizadas como antigeno en la prueba, por lo que se considerd6 que
la concentracion de 25 pg/mL era la mas - apropiada al permitir mayor

optimizacion del antigeno amibiano.

TABLA 7

INDICES DE ABSORBANCIA EN ELISA, UTILIZANDO DIFERENTES
DILUCIONES DE LOS SUEROS DE LOS PACIENTES

Sueros Dilucién de suero Dilucion de suero
analizados* 1:100 1:50
AHA 50 pg/ml 25 pg/mL 50 pg/mL 25 pg/mL
7 2.3 2.3 1.5 1.5
11 1.8 1.8 1.3 1.2
65 1.9 1.8 1.4 1.3

* Se us6 como control negativo el suero No. 1.

Después de elegir la concentracion apropiada de antigeno para Ia
realizacion de la prueba de ELISA, se decidié investigar la diluciéon del suero de
los pacientes que permitiera en la determinaciéon, una reaccidon antigeno-
anticuerpo eficiente.

En la tabla 7 se muestran los indices de absorbancia calculados a partir
de las lecturas obtenidas a 490 nm, en 3 sueros de pacientes con AHA (7, 11
y 65) diluidos 1:100 y 1:50 con respecto al suero control negativo No. 1, el
cual se utilizd6 a la misma dilucion que los problemas en cada ensayo. Se empled
como antigeno, la fraccion IC:MC a la concentracion de 50 y 25 pg de

proteina/mL.



37

Como ya se habia mencionado anteriormente, los indices de absorbancia
mas convenientes en la determinacion seran aquellos que registren los valores
mas altos. Por lo tanto, al analizar los datos de la tabla 7 podemos ver que los
mejores resultados en la prueba se obtienen utilizando el antigeno amibiano a

la concentracion de 25 pg de proteina/mL y el suero de los pacientes diluido

1:100.

TABLA 8

INDICES DE ABSORBANCIA EN ELISA, UTILIZANDO DIFERENTES
ANTICUERPOS CONJUGADOS CON PEROXIDASA Y ALBUMINA

COMO BLOQUEADOR
Sueros Conju gados utilizados t /sus diluciones
analizados I 11 111 v \Y
AHA SCN 1:20 000 1:60000 | 1:70001 14000 | 1:5000 1:20 000 | 1:10 000
7 1 3.4 6.8 6.1 15 9 2 26
7 2 3.4 9.6 5.6 4.5 2.2 2.7 6
11 1 2.7 3.5 4.4 11 2.5 1.4 19
11 2 2.7 5 4 3.1 0.6 1.9 4.4

I =IgG de conejo anti-Inmunoglobulinas humanas, II = IgG de cabra anti-Ig
humanas, III = Inmunoglobulina de cabra anti-IgA humana, IV = IgG de
cabra anti-IgM humana, V = Inmunoglobulina de cabra anti-IgG humana,
SCN1 = Suero control negativo No. 1, SCN2 = Suero control negativo No. 2.

El calcular indices de absorbancia en los ensayos de ELISA, permitid
determinar cudles eran los anticuerpos conjugados con peroxidasa que permitian
establecer mayor diferencia entre los sueros de pacientes con AHA de los sueros
de sujetos sanos. Sabemos que conforme aumenta el IA, se incrementa la
diferencia entre las absorbancias obtenidas con los sueros de AHA y las obtenidas

con los sueros de controles negativos, por lo tanto los anticuerpos conjugados
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mas recomendables para usarse en la determinacion, serian aquellos que
mostraran los indices de absorbancia més altos.

Los indices de absorbancia descritos en la tabla 8 fueron obtenidos a partir
de las lecturas de absorbancia registradas por dos sueros de pacientes con AHA (7
y 11) y dos sueros controles negativos (1 y 2). Se utilizd como agente bloqueador
la albumina sérica bovina y como anticuerpos conjugados, los mencionados en el
punto 3.9.2 del capitulo de materiales y métodos.

La tabla 8 nos muestra que las determinaciones que presentaron indices de
absorbancia mayores, son aquellas en que se utilizaron como segundo anticuerpo
los conjugados de Ig de cabra anti-lgG humana (V), la IgG de cabra anti-Ig
humanas diluida 1:14 000 (II), la IgG de conejo anti-Ig humanas diluida 1:60 000
(D) y la IgG de cabra anti-Ig humanas diluida 1:7 000 (II).

Para la realizacion de la prueba de ELISA, se decidi6 utilizar como
segundo anticuerpo la IgG de cabra anti-Ig humanas diluida 1:7 000 (II),
que aunque obtuvo los IA mas bajos de los cuatro anticuerpos anteriormente
mencionados, fué¢ el que mostrd lecturas de absorbancia mas altas y establecia
la diferencia entre los sueros de pacientes con AHA y los controles negativos.

La albimina sérica bovina utilizada como agente bloqueador en
nuestros ensayos de ELISA, permitid6 obtener resultados satisfactoriamente

reproducibles.
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TABLA 9

INDICES DE ABSORBANCIA EN ELISA, UTILIZANDO DIFERENTES
ANTICUERPOS CONJUGADOS CON PEROXIDASA Y GELATINA

COMO BLOQUEADOR
Sueros Conjugados utilizados y  sus diluciones
analizados 1 11 111 v \Y

AHA SCN 1:20000  1:60000 | 1:70001 14000 | 1:5000 | 1:20000 | 1:10 000

7 1 2.5 8 24 5.5 4.5 1.4 5.5
7 2 2.8 6 3.4 5.5 18 2.5 3.5
11 1 2 5 2.1 4.3 1.7 1.2 4.7
11 2 23 3.7 3 4.3 7 2.2 3

I =1IgG de conejo anti-Inmunoglobulinas humanas, II = IgG de cabra anti-Ig
humanas, III = Inmunoglobulina de cabra anti-IgA humana, IV = IgG de
cabra anti-IgM humana,V = Inmunoglobulina de cabra anti-IgG humana,
SCN1 = Suero control negativo No. 1, SCN2 = Suero control negativo No. 2.

Los indices de absorbancia mostrados en la tabla 9, fueron obtenidos
a partir de las lecturas de absorbancia registradas por dos sueros de pacientes
con AHA (7 y 11) y dos sueros controles negativos (SCN1 y SCN2). Se
utiliz6 como agente bloqueador la gelatina de pescado y como anticuerpos
conjugados, los mencionados en el punto 3.9.2 del capitulo de materiales y
métodos.

Las determinaciones que exhibieron IA mayores, son las que incluyeron
como anticuerpo conjugado la Ig de cabra anti-IgA humana (III), la IgG de conejo
anti-Ig humanas diluida 1:60 000 (I), la IgG de cabra anti-Ig humanas diluida
1:14 000 (II) y la Ig de cabra anti-IgG humana (V). Los resultados obtenidos no
mostraron correlacion, con los del experimento en que se utilizd albumina sérica

bovina como bloqueador.



Las lecturas de absorbancia registradas en la prueba de ELISA utilizando
como agente b/oqueador gelatina de pescado, fueron mucho menores que las
obtenidas al utilizar albumina sérica bovina. Por lo tanto, optamos por utilizar
una soluciéon de albumina como agente bloqueador y como anticuerpo conjugado,

la IgG de cabra anti-Ig humanas diluida 1:7 000 (II), para la realizacion de la

prueba.

TABLA 10

REPRODUCIBILIDAD EN LA PRUEBA DE ELISA

Sueros Indice de Desviacion Criterio
analizados* Absorbancia estandar analizado
AHA promedio
1 2.3 +0.108 Intraensayo
2 2.4 +0.094
13 2.3 +0.125
17 2.6 +0.317 Interensayo
21 2.1 +0.116

* Se us6 como control negaiivo el suero No. 6.

Los resultados que se muestran en la tabla 10, corresponden al IA
promedio calculado a partir de los IA obtenidos por 5 sueros de pacientes con

AHA (1, 2, 13, 17, 21) en dos experimentos realizados y se calculdo la desviacion

estandar correspondiente.

Se estudid6 la reproducibilidad de los resultados en la prueba de

ELISA para amibiasis invasiva, bajo criterios intra e interensayo y se

encontr6 que en ambos casos los resultados obtenidos son satisfactoriamente

reproducibles.
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4.4 Prueba de ELISA.

4.4.1 Resultados de ELISA en Sueros de Pacientes con AHA y en Sueros de
Sujetos Sanos.

TABLA 11

UNIDADES DE ELISA EN SUEROS DE SUJETOS SANOS

Suero UE Suero UE
1 50 17 71.66
2 63.33 18 46.66
3 63.33 19 46.66
4 66.66 20 65
5 98.33 21 58.33
6 55 22 48.33
7 20 23 76.66
8 51.66 24 48.33
9 78.33 25 61.66
10  61.66 26 73.33
11 70 27 48.33
12 55 28 40
13 71.66 29 58.33
14  38.33 30 73.33
15 4333 31 31.66
16 70 32 51.66
17 71.66 33 41.66

La prueba de ELISA para amibiasis invasiva fué realizada, a 33 sueros de
sujetos clinicamente sanos con Western Blot negativo. A partir de las lecturas de
absorbancia obtenidas se determinaron las UE correspondientes, de acuerdo a la
ecuacion mostrada en el punto 3.9.5 del capitulo de materiales y métodos. Los
resultados de la tabla No. 11 sirvieron para establecer el valor de corte de la

prueba de ELISA.



UNIDADES DE ELISA EN SUEROS DE PACIENTES CON AHA

TABLA 12

Suero UE Suero UE Suero UE
1 133.33 26 171.66 51 138.33
136.66 27 153.33 52 146.66
3 113.33 28 151.66 53 175
4 151.66 29 146.66 54 56.66
5 106.66 30 158.33 55 81.66
6 141.66 31 146.66 56 143.33
7 158.33 32 146.66 57 148.33
8 136.66 33 153.33 58 160
9 118.33 34 160 59 153.33
10 141.66 35 146.66 60 145
11 140 36 98.33 61 133.33
12 150 37 85 62 148.33
13 136.66 38 150 63 70
14 156.66 39 146.66 64 125
15 148.33 40 73.33 65 88.33
16 131.66 41 151.66 66 118.33
17 151.66 42 113.33
18 160 43 90
19 153.33 44 133.33
20 110 45 143.33
21 130 46 76.66
22 170 47 156.66
23 105 48 148.33
24 155 49 125
25 150 50 148.33

42

La prueba de ELISA para amibiasis invasiva fué realizada, a 66 sueros

de pacientes con AHA y Western Blot positivo.

A partir de

las

lecturas

de absorbancia obtenidas se determinaron las UE correspondientes, de acuerdo

a la ecuacion mostrada en el punto 3.9.5 del capitulo de materiales y métodos.
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Figura 1. Unidades de ELISA obtenidas con los sueros de sujetos sanos y de

pacientes con AHA.

En la figura 1 se muestran las unidades de ELISA (UE) obtenidas en los
sueros de 33 sujetos sanos y de 66 pacientes con AHA. Las UE se muestran en el
eje de las abscisas van desde 0 hasta 180, mostrando como valor de corte 80 UE.
Todos los sueros con UE superiores al valor de corte se consideran positivos en la
prueba de ELISA para amibiasis invasiva, por el contrario, todos los sueros con

UE inferiores al valor de corte son considerados como negativos.
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TABLA 13

COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE ELISA EN SUEROS DE
PACIENTES CON AHA Y SUJETOS SANOS

ELISA AHA Sujetos sanos
n =066 n=33
+ 62 1
4 32

Considerando como valor de corte 80 UE en la prueba de ELISA para
amibiasis invasiva, encontramos que de 66 sueros de pacientes con AHA, 62
dieron la prueba positiva y 4 tuvieron un resultado negativo. De los 33 sueros de
sujetos sanos analizados, s6lo 1 mostr6 >80 UE y los 32 restantes se ubicaron por

debajo del valor de corte obteniendo un resultado negativo.

4.4.2 Determinacion de Parametros para la Utilidad Clinica de la Prueba de

ELISA.

TABLA 14

DETERMINACION DE PARAMETROS PARA LA UTILIDAD CLINICA

DE LA PRUEBA DE ELISA
Sensibilidad 93.9 %
Especificidad 96.9 %
Valor predictivo positivo 98.4 %
Valor predictivo negativo 88.8 %
Especificidad 96.9 %
Exactitud 94.9 %
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La determinacion de los parametros mostrados en la tabla 14 se realizd
de acuerdo a las ecuaciones descritas en el punto 3.9.7 de material y métodos,
a partir de los resultados obtenidos en la prueba de ELISA para amibiasis
invasiva, realizada a 66 sueros de pacientes con AHA y 33 de sujetos
clinicamente sanos.

La sensibilidad, especificidad y exactitud obtenidas en la prueba de
ELISA, utilizando el suero de pacientes con AHA y el suero de sujetos sanos sin
antecedentes de haber padecido amibiasis invasiva como controles negativos,
demuestran que podemos utilizar dicha prueba serologica para detectar de manera
confiable un cuadro de absceso hepdtico amibiano, con respecto a la poblacion

control usada en este estudio.

4.4.3 Resultados de ELISA en Sueros de Sujetos con Parasitosis Intestinal.

La prueba de ELISA para amibiasis invasiva fue aplicada a una poblacion

de individuos altamente infectados con protozoarios o helmintos intestinales.



46

TABLA 15

UNIDADES DE ELISA EN SUEROS DE SUJETOS CON PARASITOSIS

INTESTINAL

Suero UE Suero UE Suero UE
1 136.66 30 60 59 71.66
2 100 31 88.33 60 68.33
3 73.33 32 56.66 61 60
4 55 33 88.33 62 65
5 80 34  48.33 63 125
6 100 35 58.33 64 66.66
7 61.66 36 38.33 65 56.66
8 81.66 37 50 66 61.66
9 71.66 38 55 67 73.33
10 41.66 39 55 68 63.33
11 48.33 40 63.33 69 83.33
12 75 41 36.66 70 31.66
13 66.66 42 100 71 55
14 63.33 43 91.66 72 71.66
15 61.66 44 120 73 58.33
16 88.33 45 80 74 38.33
17 56.66 46 45 75 28.33
18 80 47 101.66 76 73.33
19 86.66 48 81.66 77 50
20 58.33 49 71.66 78 101.66
21 71.66 50 43.33 79. 55
22 51.66 51 105 80 60
23 66.66 52 80 81 73.33
24 93.33 53 66.66 82 83.33
25 88.33 54 61.66 83 81.66
26 66.66 55 53.33 84 110
27 58.33 56 71.66 85 100
28 78.33 57 96.66 86 60
29 105 58 86.66 87 61.66

La prueba de ELISA para amibiasis invasiva fué realizada a 87 sueros de

individuos con parasitosis intestinal. A partir de las lecturas de absorbancia
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obtenidas se determinaron las UE correspondientes, de acuerdo a la ecuacion

mostrada en el punto 3.9.5 del capitulo de materiales y métodos.

4.4.4 Resultados de ELISA en Sueros de Sujetos Sanos, Individuos con

Parasitosis Intestinal y Pacientes con AHA.
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Figura 2. Comparacion de las unidades de ELISA obtenidas con los sueros
de sujetos sanos, de individuos con diversas parasitosis intestinales
y de pacientes con AHA.

En la figura 2 se muestran las unidades de ELISA (UE) obtenidas en los
sueros de 33 sujetos clinicamente sanos, 87 con diversas parasitosis intestinales y

66 pacientes con AHA. Las UE se muestran en el eje de las abscisas van desde 0
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hasta 180. el valor de corte de esta prueba corresponde a 80 UE. Todos los
sueros con UE superiores a 80 se consideran positivos en la prueba de ELISA
para amibiasis invasiva y los sueros con valores inferiores a 80 UE se consideran
negativos.

Después de establecer las condiciones Optimas para la realizacion de la
prueba de ELISA para amibiasis invasiva y haberse probado con sueros de
pacientes con AHA y sujetos clinicamente sanos, se decidid practicar la prueba a
un grupo de individuos con diversas parasitosis intestinales que habitan en

condiciones de extrema pobreza y no practican habitos de higiene.

TABLA 16

COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE ELISA EN SUEROS DE
SUJETOS SANOS, INDIVIDUOS CON PARASITOSIS INTESTINAL
Y PACIENTES CON AHA

Resultado Sueros de sujetos
en Sujetos Parasitosis AHA
ELISA sanos intestinal
+ 1 26 62
: 32 57 4
Zona gris 0 4 0
n 33 87 66

La prueba de ELISA para amibiasis invasiva se practico a 33 sueros de
sujetos clinicamente sanos, 87 con parasitosis intestinal y 66 pacientes con AHA.
Podemos apreciar que en los individuos con parasitosis intestinal, €ste es un
hallazgo que requiere atencion y refleja en gran medida la pobreza extrema en
que esta poblacion se encuentra. La prueba fué positiva en 26 casos, en 57
mostrd resultado negativo y 4 sueros se ubicaron en el valor de corte al obtener

80 UE, por lo que los situa en la zona gris de la prueba.
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Como ya se menciond anteriormente, la prueba detectdé como positivos a
62 de los sueros de AHA y los 4 restantes fueron negativos, en cambio. 32 de los
sujetos sanos dieron negativa la prueba y solo 1 de ellos manifest6 un resultado

positivo.

4.4.5 Comparacion del Examen Coproparasitoscopico y la Prueba de ELISA, en
Sueros de Individuos con Parasitosis Intestinal.

TABLA 17

EXAMEN CPS DE SUJETOS CON PARASITOSIS INTESTINAL Y
PRUEBA DE ELISA POSITIVA

No. de sueros Resultado obtenido en el examen
analizados por coproparasitoscopico
ELISA

[\9)

As caris lumbricoides
Endolimax nana
Blastocystis hominis
Entamoeba coli
Giardia duodenalis
Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar
Entamoeba sp
Hymenolepis nana
Ascaris lumbricoides, Entamoeba histolytica/
Entamoeba dispar
Endolimax nana, Entamoeba coli
Giardia duodenalis, Hymenolepis nana
Blastocystis hominis, Endolimax nana
Entamoeba coli, Entamoeba histolytica / Entamoeba
dispar
1 Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar. Giardia
duodenalis, Hymenolepis nana
1 Blastocystis hominis, Entamoeba coli, Giardia
duodenalis
Blastocystis hominis, Entamoeba coli, Entamoeba sp
2 Negativo

N W — W= = =

—_ = N
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El examen coproparasitoscopico realizado por Rodriguez-Pérez y cois., a
las heces de 26 individuos cuya muestra de suero demostré6 un resultado positivo
(UE >80) en la prueba de ELISA para amibiasis invasiva, reportd diversas
especies de pardasitos intestinales al momento de la determinacion. En la tabla 17
podemos observar que los resultados positivos obtenidos en ELISA, no muestran

correlacidon con algln parésito intestinal en particular.

TABLA 18

COMPARACION DEL EXAMEN CPS Y LA PRUEBA DE ELISA, EN
INDIVIDUOS CON PARASITOSIS INTESTINAL

Resultado en el examen No. de sueros analizados
coproparasitoscopico ELISA + ELISA -
Ascaris lumbricoides 4 4

Hymenolepis nana 6 5
Blastocystis hominis 5 21
Endolimax nana 3 9
Entamoeba coli 5 12
Giardia duodenalis 5 13
Negativo 2 8

En la tabla 18 se muestra el parasito intestinal reportado en el
examen coproparasitoscopico de los individuos que dieron positiva la prueba
de ELISA para amibiasis invasiva, dicho parasito intestinal puede encontrarse
solo o en combinacibn con otro, sin embargo, se decidid revisar por
separado cada especie de pardsito involucrado, lo cual permite apreciar que
los resultados positivos en ELISA no se deben a una reaccion cruzada entre
la prueba y la parasitosis intestinal presente, ya que de ser asi. todos los
individuos infectados con los parédsitos mencionados hubieran dado positiva la

prueba.
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Se puede observar que de 1J individuos infectados con Hymenolepis nana.
solo 6 dieron positiva la prueba de ELISA. En el caso de Blastocystis hominis, 5
de los 26 individuos parasitados dieron positiva la prueba. De 17 sujetos con

examen coproparasitoscopico positivo para Entamoeba col i, 5 de ellos mostraron
un resultado positivo en ELISA.

TABLA 19

COMPARACION DEL EXAMEN CPS POSITIVO PARA
E.histolytica /E. dispar CON LOS RESULTADOS

OBTENIDOS EN ELISA
Resultado en el examen No. de sueros analizados
coproparasitoscopico ELISA + ELISA -
Entamoeba histolytica /
Entamoeba dispar 7 10

Los resultados muestran que de 17 individuos infectados con Entamoeba
histolytica/Entamoeba  dispar como Uunico parasito intestinal presente o en
combinacion con otros, s6lo 7 de ellos dieron positiva la prueba de ELISA, los 10
restantes mostraron UE<80 (resultado negativo). Esto nos indica que,
probablemente los 7 sueros pertenecen a individuos parasitados con la especie
patogena E.histolytica y los 10 restantes, probablemente sean portadores de la
especie no patogena Entamoeba dispar. También existe la posibilidad de que los

7 positivos sean individuos que tuvieron amibiasis invasiva.

1020130195
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4.4.6 Comparacion de las Pruebas de IHA y ELISA para Amibiasis Invasiva.

TABLA 20

COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE IHA Y ELISA EN SUEROS
DE PACIENTES CON AHA versus SUEROS DE INDIVIDUOS CON

PARASITOSIS INTESTINAL
Sueros de ELISA IHA*
pacientes con + : + :
AHA 62 4 54 12
(n=66)
Parasitosis intestinal ¥* 26 61 5 82
(n=287)

* Valor de corte en IHA = 1:256.
** 4 sueros dieron resultado en zona gris en ELISA.

Al comparar los resultados obtenidos en las pruebas de IHA y ELISA para
amibiasis invasiva realizadas a los 66 sueros de pacientes con AHA, podemos
apreciar que la prueba de ELISA fué capaz de detectar a 62 casos positivos, en
cambio, la IHA detectdé solo 54 casos (tomando como valor de corte titulos de
anticuerpos = 1:256).

En el caso de los 87 individuos con parasitosis intestinal, 26 fueron
positivos por ELISA y s6lo 5 individuos resultaron positivos en la prueba de

IHA.



CAPITULO 5

DISCUSION

La prueba de IHA para el diagnostico de amibiasis invasiva, es
mundialmente considerada como la prueba estdndar para su deteccion, reportando
una excelente especificidad y una sensibilidad del 95% (Healy, 1988). Estos datos
no muestran correlacion con los resultados obtenidos en el presente trabajo, ya
que al aplicar la prueba a una muestra de 66 sueros de pacientes con AHA y 86
con hepatopatias de diversa etiologia, reportdé una sensibilidad del 81.8%
tomando como valor de corte titulos de anticuerpos de 1:256. La prueba demostrd
también, un 81.8% de sensibilidad al considerar titulos de 1:512 para reportar un
resultado positivo, que como ya hemos mencionado, es el valor de corte utilizado
en zonas endémicas de amibiasis.

Aunque la especificidad de la prueba de IHA mostré ser del 100% en este
trabajo, la sensibilidad obtenida fué mucho menor que la reportada por otros
autores. Esto demuestra lo particularmente dificil que resulta el estandarizar
pruebas de diagnostico reproducibles para la deteccion de amibiasis invasiva, que
puedan ser aplicadas en zonas de alta endemicidad como nuestro pais.

El disefiar una prueba de diagnéstico confiable para la deteccion de
amibiasis invasiva, enfrenta el gran reto de obtener un preparado antigénico en el
que la accion de las proteasas amibianas sea eliminada. A pesar del uso

sistematico y obligatorio de inhibidores enzimaticos, no se han logrado establecer
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con dichos reactivos, las condiciones que permitan la obtencion de antigenos
amibianos que al incluirse en una prueba diangodstica sean estables por periodos
de tiempo prolongados.

La prueba de Western Blot disefiada por Flores-Castafieda para la
deteccion de amibiasis invasiva, que utiliza como antigeno los extractos
amibianos preservados sin inhibidores enzimaticos (Flores-Castafieda, 1995), ha
demostrado ser una excelente opcion como herramienta diagnostica, al revelar
una especificidad, sensibilidad y exactitud de 100% en los estudios realizados,
superando de manera evidente a la prueba de IHA.

Con lo anterior, podemos asegurar que la prueba de W.B. es mas confiable
para diagnosticar un cuadro de AHA que la prueba de IHA, y ademas, permite
hacer el diagnodstico diferencial con otras patologias con que pueda confundirse
un cuadro de amibiasis invasiva.

Debido a que la fraccion IC:MC ha demostrado preservar antigénicamente
las proteinas amibianas y ser estable por periodos de tiempo prolongados ya que
en ella la accion de las proteasas es satisfactoriamente eliminada, se considera
ideal para su uso en pruebas de diagnostico. En base a que lo anterior, fué
comprobado con la prueba de W.B., Flores-Castafieda disend una prueba de
ELISA para la deteccion de amibiasis invasiva utilizando la fraccion IC:MC
como antigeno en la determinacion (Flores-Castafieda, 1999).

Debido a que cada vez que se cambian lotes de reactivos o marcas de
placas de ELISA, se debe volver a estandarizar la prueba de ELISA. En el
presente trabajo se probaron diferentes condiciones como por ejemplo: tipos de
solucion amortiguadora para resuspender el extracto amibiano, procesos de
ebullicion, sonicacion, centrifugacion, etc., con la finalidad de lograr un buen
rendimiento en la recuperacion de proteinas a partir de la fraccion IC:MC. de
proporcionar el medio apropiado para que las proteinas amibianas. pudieran
adherirse favorablemente a la superficie de poliestireno de las placas de

microtitulacion requeridas para el ensayo y al mismo tiempo, permitieran el



reconocimiento de dichas proteinas por los anticuerpos presentes en el suero de
los pacientes.

Después de probar con diferentes soluciones amortiguadoras, pH.
concentracion de sales, etc., se decidi6 utilizar una solucioén de carbonatos de pH
9.6 con 2-mercaptoetanol y urea para resuspender el extracto amibiano que fué
sometido a ebullicién, sonicacidon, centrifugacion y finalmente, se recuperd el
sobrenadante obtenido para utilizarse como antigeno en la prueba de ELISA. Este
proceso permitid la recuperacion de 1.386 mg de proteina por cada 10 mg de
antigeno amibiano (fraccion IC:MC) utilizado y proporcion6é las condiciones para
que al adherirse las proteinas a la superficie solida de poliestireno y ser
reconocidas especificamente por los anticuerpos presentes en el suero de los
pacientes con AHA, mostraran resultados reproducibles bajo criterios intra e
interensayo.

Experimentos posteriores, condujeron a definir que la dilucion apropiada
del suero a utilizar en la prueba de ELISA era de 1:100 ya que permitia las
mejores lecturas de absorbancia y establecia mayor diferencia con las densidades
Opticas obtenidas en sueros de sujetos clinicamente sanos. El anticuerpo
polivalente antihumano conjugado con peroxidasa desarrollado en cabra y diluido
1:7,000 demostr6 ser la mejor opcidbn como segundo anticuerpo en la
determinacion. Asi también, se probaron diferentes soluciones de bloqueo
conteniendo albumina sérica bovina o gelatina de pescado, sin embargo, con el
reactivo con que se obtuvieron resultados completamente reproducibles fué con la
solucion de albimina.

La prueba de ELISA wusada en el trabajo presentado en esta tesis, se
estandariz6 utilizando sueros de pacientes con AHA y de sujetos sanos como
control negativo. Una vez que fueron establecidas todas las condiciones para la
realizacion de la prueba, ésta fué practicada a los 66 sueros de AHA y 33 de
sujetos sanos incluidos en este trabajo. Posteriormente se establecid el valor de

corte de la prueba en 80 UE, de esta manera, todos los sueros con lecturas
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superiores al valor de corte se consideran positivos y aquellos sueros que
obtengan valores inferiores a 80 UE, se interpretan como negativos. Las UE
establecidas en la figura 1 (ver pp. 43), muestran satisfactoriamente una clara
separacion entre los pacientes de AHA y los sujetos sanos, s6lo 1 de los controles
negativos estudiados did positiva la prueba, el resto mostr6 un resultado negativo.
De los 66 sueros de AHA analizados, 62 fueron positivos y 4 se consideraron
negativos.

Al comprobar que la prueba de ELISA para amibiasis invasiva, permitia
discriminar los sueros de pacientes con AHA de los sueros de sujetos sanos, se
decidid practicar la prueba a una poblacion muy interesante de individuos con
diversas parasitosis intestinales, con la finalidad de investigar su aplicacion como
herramienta diagnostica.

La poblacion a estudiar con la prueba de ELISA, comprende a un grupo de
indigenas, procedentes del estado de Oaxaca que actualmente habitan en el
Municipio Benito Judrez, Nuevo Ledon. Son personas pobres, consumen sus
alimentos en el suelo, carecen del servicio de agua potable y de letrinas, por lo
que defecan al cure libre y no practican hébitos de higiene. Las condiciones tan
precarias en que viven, es un factor que diariamente los predispone a las
infecciones por parasitos intestinales, es por eso que consideramos muy
importante conocer la aplicacion de la prueba de ELISA en una poblacion de este
tipo.

Al realizar la prueba de ELISA a la poblacion de individuos con parasitosis
intestinal, se encontr6 que 26 de los 87 sueros analizados tenian anticuerpos anti-
amibas con valores superiores a 80 UE, es decir, con resultado positivo. Este
hallazgo no es sorprendente ya que dadas las condiciones de extrema pobreza e
inadecuada higiene en que se encuentran estos individuos, es muy probable que
hayan tenido uno o varios cuadros de amibiasis invasiva durante su vida.

Sabemos que la prueba de ELISA, no nos permite discriminar entre una

infeccion pasada p una reciente, sin embargo, a\ ser aptrcaAa a los sueros Ae.
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pacientes con AHA y de sujetos sanos, demostrdo ser capaz de hacer la diferencia
entre estas dos poblaciones. Esto es sustentado por el hecho de que la prueba
mostrd una sensibilidad de 93.9%, una especificidad de 96.9% y una exactitud de
94.9%, cuando se analizaron las poblaciones de sujetos sanos y de pacientes con
AHA.

Al comparar los resultados obtenidos en la prueba de ELISA para
amibiasis invasiva con el examen coproparasitoscopico de cada individuo
(realizado por Rodriguez-Pérez y cois., en 1999), podemos asegurar que los
resultados positivos en ELISA de 26 individuos, no se deben a una reaccién
cruzada entre la prueba y la parasitosis intestinal presente, ya que al analizar por
separado cada parasito involucrado en los examenes, nos damos cuenta que no
todos los individuos con un determinado pardsito dan positiva la prueba. Por
ejemplo: en la tabla 18 (ver pp. 50) se muestra que, de un total de 26 individuos
parasitados con Blastocystis hominis solo o en combinacién con otro parasito, 5
dieron positiva la prueba de ELISA, el resto tuvieron un resultado negativo. De
17 individuos infectados con Entamoeba coli como Unico parésito intestinal o en
combinacion con otro, unicamente 5 fueron positivos en ELISA.

Asi también, en la tabla 19 (ver pp. 51) se observa que solamente 7 de los
17 individuos con Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar en su examen
coproparasitoscopico, fueron positivos en ELISA. Probablemente, los 7 sueros
positivos pertenecen a individuos parasitados con la especie patogena E.
histolytica 'y los 10 restantes sean portadores de la especie no patéogena E. dispar,
o bien, los sueros positivos pueden pertenecer a individuos que anteriormente
estuvieron infectados con E. histolytica y desarrollaron anticuerpos anti-amibas
durante esa infeccion previa.

Es necesario realizar mas estudios que permitan validar la utilidad clinica
de la prueba de ELISA, disefiada con antigenos amibianos preservados sin
inhibidores enzimaticos, frente a sueros pertenecientes a una poblacion de

hepatdpatas de diversa etiologia. Sin embargo, en el presente trabajo comparando
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sueros de sujetos sanos, sueros de pacientes con absceso hepatico amibiano y
sueros de la poblacion multiparasitada se encontr6 que: al comparar la
sensibilidad obtenida por cada prueba en las determinaciones realizadas en 66
sueros de pacientes con AHA, 62 fueron positivos por ELISA mostrando una
sensibilidad de 93.9 %, en cambio, con la prueba de IHA se detectaron 54 sueros
tomando como valor de corte titulos de anticuerpos de 1:256 (como lo indica el
proveedor del reactivo) o 1:512 (utilizado en zonas endémicas de amibiasis)
obteniendo una sensibilidad de 81.8%. Aunque la especificidad de la prueba de
IHA a titulos de anticuerpos 1:256 y 1:512 es del 100% y supera la obtenida por
la prueba de ELISA (96.9%), la sensibilidad de ésta ultima es notablemente
mayor. Lo anteriormente mencionado, nos indica que la prueba de ELISA para
amibiasis invasiva no supera a la de W.B., la cual tiene una especificidad,
sensibilidad y exactitud del 100%. A pesar de esto, la prueba de ELISA presenta
grandes ventajas como prueba diagnostica: requiere menos cantidad de antigeno
amibiano en cada ensayo permitiendo la optimizacion del mismo, su costo es
menor y puede ser util en la realizacion de estudios epidemioldgicos de amibiasis,
lo cual es evidente considerar.

Como sabemos, en México persisten las condiciones que propician la
ocurrencia de la amibiasis y es indispensable disponer de una herramienta
diagnéstica que a un bajo costo y en un periodo de tiempo razonable, permita
obtener un resultado confiable para beneficio del paciente. Creemos que la prueba
de ELISA para la deteccion de amibiasis invasiva, puede llegar a constituir un
método de diagnodstico importante en nuestro medio, sin embargo, aun faltan
estudios por realizar para poder establecer definitivamente su utilidad frente a
sueros de pacientes con hepatopatias con los que haya que establecerse un

diagnostico diferencial con amibiasis hepatica.



CAPITULO 6

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este trabajo se puede asegurar que la
prueba de Western Blot para diagnosticar amibiasis invasiva, tiene mayor
sensibilidad que la prueba de Hemaglutinaciéon Indirecta que actualmente se
encuentra en el mercado y es considerada como la prueba estdndar para su

deteccion.

En base a los resultados obtenidos en este trabajo, se confirma que la
prueba de ELISA disefiada con antigenos amibianos preservados sin inhibidores
enzimaticos, para la deteccion de amibiasis invasiva, tiene mayor sensibilidad que

la prueba de Hemaglutinacion Indirecta.

La prueba de Western Blot tiene mayor sensibilidad y especificidad que la

prueba de ELISA utilizada en esta tesis.

La prueba de ELISA para amibiasis invasiva, disefiada con antigenos
preservados sin inhibidores enzimaticos, no da reaccion cruzada con los
anticuerpos presentes en los sueros de individuos con diversas parasitosis

intestinales.
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CAPITULO 7

PERSPECTIVAS

Validar la utilidad clinica de la prueba de ELISA para amibiasis invasiva,
utilizando sueros de pacientes con hepatopatias de diversa etiologia con los que

haya que hacer diagnostico diferencial.

60




CAPITULO 8

REFERENCIAS

Ackers, J., Clark, C.G., Diamond, L.S., Duchene, M., Espinoza-
Cantellano, M., Jackson, T., Martinez-Palomo, A., Mirelman, D., Muifioz-
Hernandez, O., Pérez-Tamayo, R., Petri, W., Reed, S., Ruiz-Palacios, G.,
Samuelson, J., Santos-Preciado, J.I., Tannich, E., Takeuchi, T., Ximenez, C.
(1997). Consulta con expertos en Amibiasis. Informe de la OMS / OPS /
UNESCO. Boletin de Epidemiologia. 14 (50) : 1-3.

Bradford, M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principie of protein-dye binding.
Anal. Biochem. 72 : 248-252.

Bruckner, D. A. (1992). Amebiasis. Clin. Microbiol. Rev. 5 : 306-369.

Caballero-Salcedo, A., Viveros-Rogel, M., Salvatierra, B., Tapia-Conyer,
R., Sepulveda- Amor, R., Gutiérrez, G., Ortiz-Ortiz, L. (1994). Seroepidemiology
of amebiasis in México. Am. J. Trop. Med. Hyg. 50 : 412-419.

Clark, C.G. and Diamond. L.S. (1994). Pathogenicity, Virulence and
Entamoeba histolytica. Parasitology Today. 10 (2) : 46-47.

Del Muro, R., Acosta, E., Merino, E., Glender, W., Ortiz-Ortiz. L. (1990).
Diagnosis of intestinal amebiasis using salivary antibody detection. J. Infect. Dis.
1623 : 1360-1364.

61



ft2

Diamond, L.S. (1978). A new médium for axenic cultivation for
Entamoeba histolytica and other Entamoebae. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg.
72 :431.

Diamond, L.S. and Clark, G. (1993). A redescription of FEntamoeba
histolytica  Schaudinn 1903  (Entended Walker, 1911) Separating it from
Entamoeba dispar Brumpt 1925. J. Euk. Microbiol. 49 (3): 340-344.

Elsdon-Dew, R. (1968).The epidemiology of amoebiasis. Adv. Parasitol.
6:1-62.

Escandon-Romero, C., Trevino-Garcia Manzo, N., Escobedo de la Pefia,
J., Hernandez-Ramos, J.M., Olvera-Alvarez, J. y Cabral-Soto, J. (1996). La
Amibiasis y el Absceso Hepatico Amibiano en México, un Problema de Salud
Publica de Actualidad. Rev. Gastroenterol Méx. 61 (4) : 378-386.

Flores-Castafieda, M.S., Torres-Lopez, E., Yafiez-Rodriguez, A., Medina
de la Garza, C.E. (1991). Enteroparasitosis in a student population of Monterrey,
Nuevo Ledén metropolitan area. Border epidemiological bulletin O.P.S.- O.M.S.
5:1-5.

Flores-Castaiieda, M.S. (1992). Procedimiento para la preservacion de
moléculas antigénicas sin el uso de inhibidores enzimaticos. Expediente No.
928019, SECOFI / IMPI, México.

Flores-Castafieda, M.S; (1995). Procedure to preserve antigens of
Entamoeba histolytica without enzymatic inhibitors. USA Patent. No. 5459042.

Flores-Castafieda, M.S. (1999). Preparation of preserved Entamoeba
histolytica antigens without enzymatic inhibitors and their use in immunological
methods. USA Patent No. 5861263.

Friedman, Gary D. (1987). Epidemiology, Medical Care, and the Health of
the Community. Chapter 15, in Primer of Epidemiology. Third Edition. pp. 247-
2609.

Garcia, L.S., Bullock-lTacullo, S., Palmer, J. and Shimizu, R.Y. (1995).
Diagnosis of Parasitic Infections: Collection, Processing and Examination of



63

Specimens. In Murray / Baron / Pfaller / Tenover / Yolken. Manual of Clinical
Microbiology. ASM PRESS. Sixth Edition. p. 1145-1158.

Gomez, A., Leyva, O., Martinez, M.C., Garduio, G., Ramos, F., Roman,
P., Melendro, E.I., Munoz, O. and Ximenez, C. (1997). Prospective study of
Entamoeba dispar infection in a cohort of mothers and their infants: relationship
to serum antibody response. Am. J. Trop. Med. Hyg. 57 (5): 530-537.

Gutiérrez, G., Ludlow, A. (1976).Encuesta serologica nacional II.
Investigacion de anticuerpos contra Entamoeba histolytica en la Republica
Mexicana, Proceedings of the International Conference on Amebiasis, eds.
Sepulveda, B., Diamond, L.S., Instituto Mexicano del Seguro Social, México.
599-608

Healy, G.R. (1988). Serology, p. 650-719. In J. 1. Ravdin (ed.), Amebiasis:
Human infection by Entamoeba histolytica. John Wiley & Sons, Inc., New York.

Islas Marroquin, J. (1993). Estudio piloto sobre amebiasis y la Giardiasis
en el personal militar. Rev. Sanid. Milit. Méx. 47 : 123-125.

Knobloch, J. and E. Mannweiler. (1983). Development and persistence of
antibodies to Entamoeba histolytica in patients with amebic liver abscess. Am. J.
Trop. Med. Hyg. 32:727-732.

Lara Aguilar, R., Aguilar Bucio, M.T., Martinez Toledo, L. (1990).
Teniasis, amibiasis y otras parasitosis intestinales en nifios de edad escolar del
estado de Michoacan, México. Bol. Med. Hosp. Infant. Méx. 47 : 153-159.

Levine, N.D., Corliss, J.O. (1980). A newly revised classification of the
protozoa. J. Protozool. 27 : 37-58.

Linn, T.M., C.M. Schubert, D.J. Kiefer, S. Troy, R. Cort, J.L. Giegel, J.H.
Lin and L. Neill. (1989).Two rapid and simple enzyme immunoassays for human
antibodies to Entamoeba histolytica. J. Immunoassay, 10:301-313.

Marshall, M.M., Naumovitz, D., Ortega, Y. and Sterling, C.R. (1997)
Waterbome Protozoan Pathogens. Clinical Microbiology Reviews. 10 (1): 67-85.




Martinez-Palomo, A. (1987). The Pathogenesis of Amebiasis. Parasitology
Today. 3:111.

Martinez-Palomo, A. and Espinosa-Cantellano, M. (1998). Intestinal
Amoebae. In Collier, L., Balows, A. and Sussman. M. Microbiology and
Microbial Infections. Parasitology. Chapter 8. Ninth Edition. 5 : 157-177.

Martinez-Palomo, A., Martinez-Baez, M. (1983). Selective primaty health
care: strategies for control of disease in the developing world. X. Amebiasis. Rev.
Infect. Dis. 5 : 1093-1099.

Navarrete Espinoza, J., Navarrete Cadena, E., Escandén Romero, C.,
Escobedo de la Pefia, J. (1993). Prevalencia de parasitosis intestinal en la
poblacion infantil de Santiago Jamiltepec, Oaxaca. Rev. Méd. IMSS (Méx).
31:157-161.

Perez-Monfort, R., Ostoa-Saloma, P., Velazquez-Medina, L., Monfort, I
and Becker, 1. (1987). Catalytic class of proteinases of Entamoeba histolytica.
Mol. Biochem. Parasitol. 26 : 87.

Reed, S.L. (1992). Amebiasis: an update. Clin. Infect. Dis. 14 : 385-393.

Rodriguez-Pérez, E.G., Salazar-Galvan, M.S., Tamez-Trevifio E., Avila,
M.R., Tijerina-Menchaca, R., Flores-Castaieda, M.S. (1999). Detecciéon de
protozoosis y helmintiasis en una poblacidon marginal urbana de Cd. Benito
Juarez, Nuevo Leén. XVII Congreso Nacional de Investigacion Biomédica.
Monterrey, N.L.

Said-Femandez, S. 'y Flores-Castaneda, @M.S. (1996). Diagnostico
molecular de amibiasis. Gac. Méd. Méx. 132 (3): 314-318.

Sargeaunt, P.G., Williams, J.E. and Grene, J.D. (1978). The differentiation
of invasive and non-invasive  Entamoeba  histolytica by  isoenzyme
electrophoresis. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 72 : 519-21.

Sepulveda, B., Trevifio-Garcia Manzo, N. (1986).Clinical manifestations
and diagnosis of amebiasis. Amebiasis, ed. Martinez-Palomo, A. Elsevier,
Amsterdan, 169-88.



65

Tamez-Trevifio, E. (2000).Validacion de la utilidad clinica de una prueba
de Western Blot para la deteccion de amibiasis invasiva. Tesis de Doctorado en
Ciencias con especialidad en Microbiologia Médica. Facultad de Medicina,
Universidad Auténoma de Nuevo Leon.

Trevino Garcia-Manzo, N., Escandon-Romero, C., Escobedo de la Pena,
J., Hemandez-Ramos, J.M. and Fierro-Hemandez, H. (1994). Amebiasis in the
Epidemiologic Transition in México: Its Morbidity and Mortality Trends in the
Mexican Institute of Social Security. Archives of Medical Research. 2 (4) : 393-
399.

Walsh, J.A. (1986). Problems in recognition and diagnosis of amebiasis:
estimation of the global magnitude of morbidity and mortality. Rev. Infect. Dis.
8 :228-237.

Wilson, M., Schantz, P. and Pieniazek, N. (1995). Diagnosis of Parasitic
Infections: Immunologic and Molecular Methods. In Murray / Barén / Pfaller /
Tenover / Yolken. Manual of Clinical Microbiology. ASM PRESS. Sixth Edition.
p. 1159-1170.

World Health Organization. (1985). Amoebiasis and its control. Bull
WHO. 63 :417-26.




APENDICE A

PREPARACION DE SOLUCIONES

Anticuerpos  polivalentes  anti-inmuno  globulinas  humanas, conjugados  con
peroxidasa 'y diluidos 1:7000: Mezclar 2 pL de anticuerpos polivalentes con
14 mL de solucion de lavado.

Acido clorhidrico al 1 %: Colocar 10 mL de acido clorhidrico en un matraz y
aforar a 1000 mL con agua destilada.

Cloro al 1 %: Colocar 10 mL de cloro en un matraz y aforar a 1000 mL con agua
destilada.

Colorante Azul brillante de Coomassie R-250: Pesar 0.1 g de colorante azul
brillante de Coomassie R-250 y disolver en una solucién de 45 mL de metanol -
45 mL de agua destilada - 10 mL de 4cido acético.

Etanol al 95 %: Colocar 95 mL de etanol absoluto en un matraz y aforar a 100
mL con agua destilada.

Formol al 5 %: Colocar 5 mL de formol en un matraz y aforar a 100 mL con
agua destilada.

Hidroxido de sodio 1 N: Pesar 39.996 g de hidroxido de sodio y aforar a 1 L con
agua destilada.

Hidroxido de sodio 0.1 N: Pesar 3.9996 g de hidroxido de sodio y aforar a 1 L
con agua destilada.
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Reactivo de Bradford: Mezclar vigorosamente para disolver 100 mg de colorante
azul brillante de Coomassie G-250 en 50 mL de etanol al 95 %. Mezclar la
solucién anterior con 100 mL de acido fosférico 85 % p/v. Posteriormente, aforar
a 1 L con agua destilada y filtrar.

Solucion amortiguadora de acetatos 0.1 M pH 5.0: Preparar las soluciones A:
Colocar 0.5775 mL de 4cido acético glacial en un matraz y aforar a 50 mL con
agua destilada y B: Pesar 1.36 g de acetato de sodio, disolver y aforar a 50 mL
con agua destilada. Posteriormente, mezclar 7.4 mL de la solucion A y 17.6 mL
de la solucion B, aforar a 50 mL con agua destilada.

Solucion amortiguadora de Carbonatos 0.05 M pH 9.6: Pesar 0.159 g de
carbonato de sodio y 0.293 g de bicarbonato de sodio, disolver y aforar a 100 mL
con agua destilada.

Solucion amortiguadora de citratos pH 5.0: Pesar 0.73 g de &cido citrico y 1.186
g de fosfato dibasico de sodio, disolver y aforar a 100 mL con agua destilada.

Solucion amortiguadora de fosfatos 0.15 M, pH 7.2 - 7.4 (PBS): Pesar 8.0 g de
cloruro de sodio, 1.2 g de fosfato dibasico de sodio, 0.2 g de fosfato monobdsico
de potasio y 0.2 g de cloruro de potasio, disolver y aforar a 1 L con agua
destilada.

Solucion Bloqueadora (PBS 0.15 M, pH 7.2-7.4 - ASB al 3% - Tween 20 0.05%):
Disolver 3 g de alblimina sérica bovina en 100 mL de PBS y agregar 50 pL de
Tween 20.

Solucion de Lavado (PBS 0.15 M, pH 7.2-7.4 - ASB al 0.01% - Tween 20
0.05%): Disolver 10 mg de ASB en 100 mL de PBS y agregar 50 pL de
Tween 20.
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