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CONTRIBUCIONES ORIGINALES

INVESTIGACION DE ANTICUERPOS AMIBIANOS
POR FIJACION EN SUPERFICIE

MaAXIMILIANG RUIZ-CASTANEDA *

El método de fijacidn en superficie ya bien probado para reve-
lay reacciones antigeno-anticuerpo en brucelosis, tifoidea y tifo
exantemdtico, asi como en la tipificacion de grupos sanguineos
3 de la mononucleosis infecciosa ba sido aplicado con resuitados
prometedores en la demostracion de reacciones inmunolégicas
en la amibiasis invasora. La reaccion es instantinea y tiene la
veniaja de ser la mds vapida de cuantas se han ideado hasla
la fecha.

En vista de los resultados de pruebas comparativas con
métodos de reconocida eficiencia tales como la contrainmuno-
electroforesis, se considera justificado continuar y tal vez per-
feccionar la praeba de “fijacion en superficie”.

En la compacta relacién bibliografica sobre inmunolo-
gia de la amibiasis que Kagan reunié sobre esta infeccién,
hace resaltar la complicada reaccidén inmunoldgica que
estimula el pardsito, y considera la posibilidad de produc-
cién de cuando menos cuatro tipos de inmunoglobulinas,
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Parece ser que en el tracto intestinal se
produce IgA durante la fase aguda; en
tanto que la ulterior invasién de los teji-
dos puede estimular la formacién no sélo
de IgG e IgM, sino al parecer también de
IgE, asi como fenémenos de inmunidad
celular.

Scbre la posible presencia de IgA y su
funcién, el autor citado refiere interesan-
tes antecedentes de otras infecciones tales
como el colera y la poliomielitis, en que
tales anticuerpos parecen desempefiar al-
gin papel protectivo por lo que no es
aventurado suponer que alge semejante
pueda ocurrir en la amibiasis.

Lo referente a la posible presencia de
IgE se basa en la produccién de reacciones
intradérmicas inmediatas de tipo reagini-
co, que aparecen minutos después de la
inyeccién del antigeno, alcanzan su mdxi-
mo en 15 a 30 minutos y desaparecen en
una o dos horas, tal como ocurre en las
conocidas reaccicnes provocadas por libe-
racién de histamina. Por otra parte la in-
yeccién por via intradérmica de antigenos
amibianos ha dado lugar a reacciones de
aparicién retardada de tipo tuberculinico,
lo que revela la existencia de inmunidad
celular.

Para fines pricticos de diagndstico se-
roldgico en la amibiasis invasora se apro-
vecha la existencia de fendmenos de
inmunidad humeral, en la que intervienen
como factores principales los linfocitos
tipo “B". Se asegura que este leucocito,
bajo el impacto antigénico se transforma
para formar células plasmiticas, que sin-
tetizan y secretan inmunoglobulinas “G”
y "M, sustancias que pueden reconocerse
mediante diversos procedimientos serold-
gicos entre los que figuran las pruebas de
difusién segun el método de Ouchterlo-

ny,* la hemaglutinacién indirecta y fija-
¥ g y Lt}
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cién del complemento * y el mis reciente
procedimiento, aplicado por Sepilveda y
col.* " en el que mediante un ingenioso
recurso se hace pasar corriente eléctrica
scbre el antigeno y el anticuerpo dispues-
tos en placas de agar y se aprovecha la
tendencia del antigeno para emigar hacia
el anodo, en tanto que la inmunoglobulina
se dirige hacia el citode. El encuentro de
ambos factores se hace aparente por la
formacién de bandas de precipitacién que
facilitan la identificacién de reacciones
especificas. Para esta prueba se ha utili-
zado una solucién de antigeno amibia-
no @ Parke Davis.

La técnica de contra-inmuno-electrofo-
resis, ademds de suministrar datos sobre
reacciones con suero sin diluir, lo que fa-
cilita exploracicnes de tipo epidemiolégi-
co, puede revelar titulos con diluciones
superiores al 1:16.

El objeto de la presente comunicacidn
es presentar una prueba adicional de que
el fenémeno de “fijacidn en superficie”,
que por primera vez dimos a conocer en
1950,° puede revelar no sélo reacciones
con suero antibrucela, sino que ha dado
resultados aplicables a la clinica en casos
de fiebre tifoidea, tifo exantematico, asf
como en la determinacién de grupos san-
guineos, mononucleosis infecciosa y otras
pendientes de dar a conocer.”

Conviene recordar que el principio del
método estd basado en €l hecho de que la
inmunoglobulina correspondiente, al con-
jugarse con los receptores antigénicos,
pierde su equilibric dentro del suero; y al
convertirse en sustancia liéfoba se adhiere
al papel sobre el que se verifica la reaccién
a la vez que sujeta al antigeno correspon-
diente. Tal adherencia es tan firme que
resiste el paso de una corriente liquida
que por absorcién acta sobre la mezcla
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suero-antigeno y arrastra las albGminas y
globulinas no especificas, siendo la in-
tensidad de la fijacién proporcional al
contenido del suero en anticuerpos.

Material

El antigeno empleado fue obtenido de
cultivos axénicos suministrados por cor-
tesia de Sepillveda y de la Torre, del
Hospital General del Centro Médico Na-
cional del Instituto Mexicano del Seguro
Sccial. El sedimento de esos cultivos, con
un contenido aproximadamente de 37 mi-
llones de pardsitos, se lava dos a tres veces
con solucién salina isotdnica formaliniza-
da al 0.2 por ciento y el sedimento final
se resuspende en poco menos de un mili-
litro de la misma solucién. El antigeno se
conserva en refrigeracién a una tempera-
tura de 4 a 8°C.

El papel empleado para observar Ia
fijacién del complejo antigeno-anticuerpo
fue Papel Beckman No. 320046 para
clectroforesis.

EI colorante que se selecciond para re-
velar la reaccion fue azul de bromofenol,
el mismo empleado como indicador de
PH y se prepara en solucién acuosa al 0.2
gm. por ciento. El fijador es una solucién
de alcohol etilico al 50 por ciento adicio-
nada de 10 por ciento de dcido acético
glacial.

Se emplearon finalmente sueros control
positivos, probados por el método de con-
tra<inmuno-electroforesis, asi como sueros
humanos negativos y sueros de conejo.

Métodos

La prueba de fijacién en superficie con
fines de diagnéstico ripido se puede prac-
ticar de la manera siguiente: en una l4-
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mina de vidrio se disponen gotas de un
suerc positivo sin diluir, de uno negativo
¥ del suero problema. Las gotas se aplican
con ayuda de asas de alambre de 3 mm.
de didmetro sobre las que, mediante
asas de 2 mm. s¢ agrega el antigeno pro-
curando mezclar los reactivos, A Ia bre-
vedad posible se aplica sobre las gotas
una tira de tamafio adecuado de papel ab-
sorbente. Para el procedimiento de tincién
puede procederse de dos maneras, segtn
la urgencia del caso; desde luego se su-
merge el papel durante 15 a 20 segundos
en la solucién de bromofenol y se trans-
fiere al fijador donde puede permanecer
unos 2 minutos; después se pasa el papel
a una limina de vidrio y se somete a un
chorro fuerte de agua de la llave y este
brusco tratamiento durante el tiempo ne-
cesario borra el colot del control negativo,
pero no lo afecta en el positivo; se aplica
una hoja de papel filtro para eliminar el
exceso de agua y se deja secar a tempera-
tura ambiente o en la estufa a 37°C. Estas
maniobras requieren un miximo de 10 a
15 minutos. La segunda manera de dife-
renciar Ja reaccién puede ser de utilidad
cuando hay que investigar varios sueros.
Para esto, una vez tefiido y fijado el papel
se deposita en un tanque de agua corriente
y se deja tanto tiempo como se requiera
hasta observar decoloracién en el control
negativo.

En ocasiones, cuando se prolonga ex-
cesivamente el lavado, puede decolorar el
control positivo por lo que, para evitar
lecturas falsamente negativas conviene re-
petir con el papel decolorado la misma
maniobra de tincién, fijacién y lavado a
chorro. Es de interés observar que, a me-
dida que el lavado progresa, van apare-
ciendo las manchas, las cuales ulterior-
mente desaparecen del control negativo.
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Segundo procedimiento con sueros no
diluidos: una vez absorbidas las mezclas,
el papel se deposita en un tanque que
contiene solucién salina isoténica y se
mantiene allf unos 5 minutos, con lo que
se favorece la eliminacion de un exceso de
proteinas no especificas. Se pasa el papel
a un tanque de agua destilada para elimi-
nar restos de NaCl, maniobra que debe
ser ripida y se sumerge después en el
colorante durante 10 a 15 segundos antes
de pasarlo al fijador. La diferenciacién
puede hacerse sea por el método ripido o
por lavado lento. Los resultados se ilus-
tran en las figuras 1y 2.

Titulacion de sueros positivos

La dilucion del suero se practica en placas
de plistico de las utilizadas para micro-
aglutinacién con pozos de fondo cénico.
El suero se diluye en suero normal pre-
viamente diluido al 1/5 con solucién sali-
na isoténica. Con pipetas calibradas para
depositar 0.02 ml. se aplica esa cantidad
de suero normal en cada uno de 8 pozos.
Al primero se agrega 0.02 ml. del suero
problema y con la misma pipeta se mezcla
v pasa al segundo pozo 0.02 ml. y asi
sucesivamaente hasta el 70. pozo. A con-
tinuacién se agrega a los pozos, excepto
al primero, 0.02 ml. de una dilucién del
antigeno al 1:10. En seguida, con ayuda
de un aplicador de madera, de los em-
pleados usualmente en nuestros laborato-
rios, se procura mezclar los reactivos, pri-
mero en el pozo 8 y con el liquido
adherido al aplicador se imprime un circu-
lo liquido en el extremo de una tira de
papel, segin se ilustra (fig. 3). Este disco
sera el control negativo. Con el mismo
aplicador se mezcla el contenido del pozo
7 imprimiendo una segunda huella, y asi

124

L & '8 8

3

1 Prueba positiva controlada con sueros negativo
y positivo,

2 Prueba negativa controlada.

3 Ejemplo de titulacién de un suero positivo.

sucesivamente hasta el pozo No. 2, procu-
rando actuar con rapidez para evitar el
inconveniente de la desecacién de las hue-
llas. Conviene practicar la prueba en dis-
positivos que permitan actuar en presencia
de una atmésfera hameda, Una vez pre-
parados los 7 pequefios circulos, que re-
presentan diluciones finales equivalentes
a 8-16-32-64-128.256-512, se transfiere
el papel al tanque de solucién salina de
donde al cabo de unos minutos se pasa
al agua destilada y se procede a tefiir y
fijar en la forma usual. La diferenciacion
puede hacerse ripidamente bajo el chorro
de agua. Se notard que después del trata-
miento con bromofenol y fijador puede
aparecer poco marcada la coloracién; pero,
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como en casos anteriores, ¢l color se va
acentuando a medida que avanza el trata-
miento, teniendo cuidado de suspenderlo
al decolorarse ¢l control y posiblemente en
dos o mds diluciones cercanas al negativo.

La figura 3 muestra el resultado de la
titulacion de un suero positivo. En caso de
que el tratamiento con solucién salina
haya sido un tanto exagerado y se de lugar
a reacciones dudosas, conviene repetir con
el mismo papel el tratamiento con colo-
rante y fijador y se Jogra asi hacer apa-
tente el delicado depdsito del complejo
antigeno-anticuerpo,

Si se protege con tiras de cinta adhe-
siva la hilera de pozos que contienen las
diluciones del suero, se evita su evapora-
cién y se permite repetir la prueba varias
veces cuando ¢l operador lo juzgue nece-
sario,

Discusion
La ventaja que puede ofrecer el método
de fijacion en superficie en la revela-
cién de anticuerpos humorales en la ami-
biasis, se debe a que la unién de IgG o
IgM con los correspondientes receptores
es un fendmenc que tiene lugar en forma
instantdnea por lo que la prueba resulta
la mas répida de cuantas se han ideado
para el diagnéstico seroldgico de la ami-
biasis invasora. Sin embargo, salvo casos
individuales o poco numerosos, y sola-
mente con experiencia para mancjar e
interpretar el método, éste no puede ser
comparable, por ejemplo, con la prucba
de contra-inmuno-electroforesis aplicada
por Sepiilveda, particularmente cuando se
pretenda el diagnostico con fines epide-
mioldgicos.

Por lo que se refiere a la manera de
practicar esta prueba, se ha preferido uti-
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lizar como antigeno suspensiones del pa-
rasito cultivado en medios libres de aso-
ciados bacteriancs, de preferencia a los
antigenos comerciales de uso tan genera-
lizado en los laboratorios clinicos. En
cuanto a la forma de revelar la reaccién,
suponemos que la accidén del colorante
sobre el material proteinico adherido al
antigeno es al parecer lo que hace visible
dicha respuesta. Sin embargo, la accién
del colorante no parece ser suficientemen-
te firme pues el excesivo lavado puede
hacerla desaparecer.

Es de interés hacer notar que el azul
de bromofenol al tefiir los anticuerpos
amibianos libres de suero protector con-
fiere el color con tal firmeza que tanto
la fijacién sobre el papel como la colora-
cidn resisten todo intento de decoloracién
por los lavados usuales.

Se han practicado mis de 50 pruebas
con material obtenido tanto de los labora-
torios de Sepllveda como de otras insti-
tuciones asi como, de material clinico bien
confirmado y los resultados son compara-
bles con los de otros métodos. Por lo que
se refiere a sueros negativos se han reali-
zado buen nimero de pruebas con mate-
rial gbtenido de los laboratorios de rutina
del Hospital Infantil.

Se considera este trabajo como el inicio
de estudios tendientes a perfeccionar mé-
todos que faciliten el diagnéstico ripido
de la amibiasis invasora.
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