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1. SUMARIO

El documento resume los ensayos realizados para |a estandarizacian de un método serologico (Ensayo
Inmunoadsorbente ligado a enzima, ELISA), para el diagnastico de amebiasis, utilizando antigenc obtemdo a partir
de cultivo axenico de Entamoeba histolytica. El estudio se realizd en dos fases, la primera consisho enla obtencion
de antigena; para esto se cosecharon las amebas en hascos de cultivo en fase logaritmica de crecimiento,
obteniendose asi una solucion que contenia 5 ug/ul de antigeno amebiano, En la sequnda fase se probo 1z
sensibilidad y especificidad del antigeno abtenido enfrentandalo & anticuer pas monoclonales y policlonales por
medio de latécnica de ELISA, Se encontrd que bajo estas condiciones &l dartigeno era capaz de detectar lilulos da
anticuerpos hasta 1:6400, utilizando los conjugados comerciales al doble de la dilucion recomendada El antigenc
se enfrento ademas a susros de pacientes ¥ controles comerciales, comparandolo simultaneamento & un matodo
comercial de ELISA, donde se obtuvieron iguales resultados por ambos métodos. Se conciuye que el antigeno
preparade en el laboratorio da buenos resultados. Se recomienda segur realizando mas ensayos, a fin de
estandarizar el metodo para propoésitos de diagnostico y estudios sercepidemiologicos gue proporcionan un maco
real de la prevalencia de la amebiasis en Guatemala,

2. INTRODUCCION

Lainteccion conocidacomo AMEBIASIS, es provocada enel humana, por af parasito Entamosba histolytica,
y aungue algunos otros primates tambien pueden infectarse. Se sabe que |a infeccion se ariging en el hombre, ¢
que este es el mayor reservorio de lamisma. Se conocen dos formas de amebiasis: aj Luminal, donde los sintomas
clinicos no son aparentes b) Invasiva donde hay invasion de la mucosa intestinal y s produce disenteria y/o
ameboma [1].

La demostracion de consistentes diterencias bioquimicas entre las cepas pategenas y no patdgenas, ha
dadoun avance en elentendimiento dela amebiasis, y han confirmada la hipotesis de Brumpt, quign en 1925icmulo
gue la amebiasis luminal era producida por una cepa de ameba, mientras que: la invasiva la producia otra
morfologicamente similar, pero de diferente especie. Actualmente, se han caracterizado mas de 20 diterentes
patrones de zimodemos, que han sido encontrados en vanas areas del mundo, con amebas cultivadas de muestras
de pacientes con amebiasis invasiva [2],

En el diagnostico de amebiasis, se ha demostiado a menudo que los motodos seraldgicos son de gran
ayuda, debido a que en el 95% de los pacientes con abceso hepatico amebiano, ocurre una produccion de
anticuerpos especificos anti-ameba, los cuales pueden se identificados enfrentandolos al antigena amebianc
(proteina amebiana) por dilerentes teenicas, comor Inmunostectroforesis (|EP), Centrifugacion diferencial Y mas
recientemente por ELISA e Inmunobiloting [3].

La elucidacion de las reacciones inmunes antiamébicas es complicada por &l gran numero de componentes
antigenicos que pueden provocar igualmente, gran nimero de diferentes respuestas inmunes, El cultive maswvo de
E. hiztolytica en medio axenico, ha propuorcionado las bases para separar esios anligenos v estudiar sus
caracteristicas inmunalagicas [4].

Este estudio permitio grandes avances en el conccimiento de écnicas de cultive in vitro de Entamoeba
histolytica, obtencion de antigenos y diagnastico inmunclogico de enfermedades parasitaras: (odas estas técnicas
fueron aprendidas y experimentadas en el Institulo Paolitécnico Nacional de WMéxico, D.E. lo fuE panmitic tras:
suficiente cantidad de antigenc amebiano para realizar los ensayos necesarios para el desarrollo del trabajo.
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3. MATERIALES Y METODOS

Con la colaboracion del 1PN de México DUF., se inicid en nuaestro laboratario el montaje de la técnica de
cultivo palixerico, monoxenico y asénico, a partr de muestras de pacientes, asi como de cepas mexicanas; sin
embargo por problemas en la estandarizacion de los metodos, y premura de tiempo, realizamos esta parte del
provecio en México con la supaivision de nuestros asesores la obtencion de antigeno, Para esto se utilizaron 3
botellas de cultivo axénico de E. histolytica en tase logartmica [5,6] inoculadas 3 dias antes a partir de otras botellas
de cultivo axénico de la cepa HMT (Hurmano, Mexico, #1); 1as botellas se colocaron en bano de higlo por & minuos
con el objeto de que las amebas se despegaran de las paredes de las bolellas, se vacio el contenido de las botellas
en tubos centrifuga estériles; se centnfugd a 42 C por 5 minutos a 1000rpm, se descartd el sobrenadante y se
moieron tris lavados con un volumen conocido de PBS frio pH 7.2, con ¢cenlrilugacion a 1000 rpm por 5 minutos,
Seealizd un conteo en un hemocitometro para conocer € numero de amebas por mililitro.

Seagrego 15 ul de PHMEB v 1.5 ml de PBSA a la suspension celular y esta se sometio a homogenizacion
en bano de etanol congelade con hielo seco, dejandose congelar para luego descongelarla con un bano de agua
a 37 C. Este procedimiento se repitio 3 veces para lograr una homegenizacion completa. El lisado celular se
transting atubos Eppendorf de 1.5 mly se centnfugd a 12,000 rpm por 30 minutos a 42 C. Se reliro el sobrenadante,
y se le cuantificaron las proteinas por el metodo de Lowry almacenandose a-70° C hasta su posterior utilizacion.

Ya en nuestro laboratono se repilio la determinacion de proteinas para aseguran gue no hubiera sufrido
cambios el amigeno durante el lransporte, comprobandose que la concentracion era de Sug/ul. La prueba dej
anligeno consistio en sensibilizar placas de microtitulacion con 10ug/poze del antigena oblenido y comprobar gque
este antigeno es capaz de detectar diferentes cantidades de anticuerpas por medio de la tecnica semicuantitativa
ae ELISA,

El antigenc se enfrento a anticuerpos monoclonales igG de raton especiiicos para la cepa HM1,
ensayandose 8 diterentes diluciones, wilizando el conjugado a una dilucion de 1:1000 y como sustrato ABTS
peroxidasa, Elantigeno seenfrento ademas aun anticuerpo policlonal de lacepa B-4 de E. histolvlica, ensayandose
tambien 8 diuciones. Simultaneamente se ensayaron diferentes dilugiones para el conjugado, que era una anti-
|GG de raton marcada con perexidas, desde 1:500 hasta 1:8000. Serealizarcn ademas unas pruebas con sueros
humanocs (previamente analizados por IHA) comparandose los resultados con los cbtenidos utilizando un métedo
comercial de ELISA para diagnoshco serclogico de amebiasis.

4, RESULTADOS Y DISCUSICON DE RESULTADOS

Se obtuvo una buena concentracicn de antigena, sin embargo el volumen (1.5) fue poco debide al bajo

crecimiento de ias amebas en gl cultivo axenico, o gue incidio directamente en el rendimiento del metodo [B].

Losresultados obtenidos alentrentar el antigeno adiferentes concentraciones de anticuar pos moncelonales
policlonales, (Ver anexos 1y 23 fueron posilivos entodas las diluciones ensayadas cuando se utilizo el conjugado
la dilucion recomendada al igual que el rango comprendido dasde 1,500 hasta 1:2000, lo que da un indicio de la
ta sensibilidad que puede tener el método para detectar concentracionas muy bajas de anticuerpos [7]. Esto
ademasdemuestia gue los costos puedenreducirse, ya que se obtuvieroniguales resultados ulilizando el conjugado
al doble de la dilucion recomendada, lo que constituye una gran venlgia, puesto que los conjugados son lo mas
costoso del metodo [2,8]

Los resuliados simitares que seobtuyvieron con el método comercial, indican gue si scestandariza el método
pusde ser muy ulil para propoesitos e diagnostico, especialmenta para esludics seroepidemiologicos [9]. Enlos dos
susins centrol negative aue dieron positivo 1,20 por ambos metodes no pudo establecerse con claridad |a causa,
sinembargo esio podna significar dos cosas, falsos positivos a diluciones muy bajas, lo que implicaria corern un
numero mavor de muesiras, para establecer la Media Geometnica del litulo menar, 0 bien que se trata de casos de
portadores asintormaticos. Esta posibilidad de establecer diferencias entre los titulos de pacientes con amebiasis
nvasiva, intestinal y pornadonas asmtomaticos, constituye una de las mejores ventajas de los melodos seroldgicos,
sobre los coproparasitelogicos [9.10,11].
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 La eblencion de antigeno es un métado muy sencllo, pero depende directaments del cultivo amebiano
cuants meajor crecimiento se obtenga en las batellas, mejor sera el rendimiento del método, por esto es importantn
continuar el montaje de la técnica de cultivo in vilio con cepas nativas de E histolytica, que ayudarian a baya
enofmemente los costos de la obtencion de antigeno.

52 Elantigeno que se obtiene aparir de cultive axenico de E histolytica, puede ser utilizado sininconvenientes
en el método de ELISA; sin embargo, es necesano continuar ensayando diferentes concentraciones de antigeno
y establecer si es posible obtener un mejor rendimiento del antigeno.

5.3 Es importante realizar estudios epidemiclgicas para tener una imagen real sohie la situacion de la
ameabiasis en la poblacibn guatemalieca, para ello se necesita establecer los litulos de anticuerpos positivos y
nagatives de la poblacion que permitan diferenciar entre portadores asintomaticos, enfermos y no enfermos. Para
apoyar estos estudios sera imporante el montaje de latécnica de deteccion de antigenos enheces, lo cual permilira
identificar a los pacientes con amebsasis intestinal,
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