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INTRODUCCION

El diagnéstico de amibiasis en el laboratorio, ss basa eon
el hallazgo de amibas en materia fecal (59, 70, 72)3 o
anticuerpos especi{ficos en suero, aunque su presencia no

indique forzozamente una parasitosis actual. (22, 27, 58).

Ambos meétodos tienen sus propios problemas inherentes. El
examen de heces frescas es el método mas utilizado, pero poco
confiable (73) por varias razoness 1) Es una tecnica de
identificacién wvisual, donde se busca la presencia del
pardsito por diversos métodos como el Faust~Ferreira, Dietil-
Eter, Mertiolate-lodo-Formol vy tincion con hematoxilina (59,
77). 2) La aparicion intermitente de quistes en heces, 3) La
cantidad de estructuras que pueden confundirse con el
protozoario (macrdfagos que han ingerido células rojas, o bien
leucocitos) 4) Sustancias que interfieren en el examen de
materia fecal {1, 41) 5) La no identificacidn correcta de
Entamoeba histolytita (debido a que se necesita personal
capaci tado para distinguir al parasito enquistado o al
trofozoifta) &) Asl como la correcta preparacién de los
reactivos y de la muestra,(23 y 73) hacen que se reporten

usualmente, muchas falsas—positivas y falsas negativas .

El otro método usado como diagnostico es el andlisis
serolégico. En pacientes con absceso hepstico amibiano, el
B835-90% (2, 12 y 27) presentan anticuerpos circulantes,

independientemente de la técnica inmunoclégica empleada. Sin



eabargo, pacientes con disenteria amibiana y que reguisren de
hospitalizacion, so6lo del S50-BOX presentan anticuerpos, cuando

la colonizacién es por amibas invasoras. (16, y 19}

Los inconvenientes de las pruebas seroldgicas sonh multiples,
entre ellos estén las variaciones de loz titulos de
anticuerpos obtenidos al utilizar diferentes antigenos, asi
como el tipo de metodologias; unas mas sensibles que otras., (B8

y 19

El cultivo de Entamoeba histolytica se ha llevado a cabo
desde hace muchos afos con el fin de estudiar -1a amibiasis "in
vitro” y elucidar su comportamiento "in vive" (3, 53, &7, &9),
por lo cual, ésta metodologia va ganando terrenc en esta drea,
al ®sismo tiempo que ofrece la posibilidad de utilizarla como
una prueba diagnéstica. El1 inconveniente que presenta este
procedimiento es el tiempo de crecimiento (mas de 72 hrs.) (57),

que lo hace poco practico.

Los primeros intentos de cultive suponfan que laos productos
del artabolismo bacteriano favorecfan la produccién de
sustancias qguisicas para el crecimiento amibiano, ya que se
encontraba una dismihucién en el numero de bacterias

proporcional al incremsento de amibas. (48).

El medio de cultivo se obteniu mediante una solucién de
tioglicolato, glucosa Yy alsidéon, incubados en presencia de

o
‘una bacteria Gram negativa durante 24 hrs., a 37 C. El
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sobrenadante obtenido, después de centrifugar a 2000 rpm
durante 45 min., constituia el medio de cultive de Shaffer—
Frye. (68). Mas tarde, otros medios de cultivo fueron descritos
sin utilizar bacterias (10, 11, 12, 13, 14, 48); sin embargo,
todos ellos adolescian del sentido practico para utilizarlos
como medio diagnéstico, por las caracteristicas de las

sustancias que los componfan.

Otro puntc importante, aparte del diagnéstico de 1la
amibiasis, es el poder diferenciar una cepa no patégena de una
patégena, procedentes de portadores asintomaticos o de

pacientes con patologia digestiva.

La wvirulencia de las cepas de

determinada por diferentes parametros; entre ellos el estudio
de zimodemos (63, &1, &2, 64), con los que se han caratcterizado
numerosos aislamientos, mediante el patrén electroforeético de
las enzimas glucosa fosfoisomerasa (E.Ca5.3.1.9.),
fosfoglucomutasa (E.C.2.7.5.1.), L-malato NADP oxidorreductasa

(E.C.1.1.1.40.) y hexoquinasa (E.C.2.7.5.1.}.

El patrén muestra que los pacientes con amibiasis invasora,
presentan zimodemos distintos de -quelios que soh portadores
asintomaticos (59). El ‘litudiu de estos patrones
isoenzimdticos en casos humanos y asociado 41 cuadro clinico
en @1l momento del aislamiento, podrian ser usados como
marcadores bioguimicos para diferenciar sntre las
subespecises de E.histolyticsa patégenas y no patégenas (20)3

sin embargo los experimentos realizados recientemente (3%, 40,
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71) demuestran que existen cambios de zimodemo de cepas no

patégenas a patdgenas.

Todos estos esfuerzos por elucidar las necesidades
metabdlicas, llevaron a investigar 1las condiciones que
determinan 1la patogenicidad amibiana en el huésped humano (de
lo cual se conoce muy poco), ¥y los factores gque pueden causar
la conversion de Entamgeba histolytica de wun parasito

inofensivo a un invasor agresivo.

El objetivo de este trabajo fué modificar el medio de cultivo

de Robinson, para Entamoeba histolytica, donde se observara un

crecimiento rapide, variando los factores de crecimiento en
el medio, responsables de la propagacian de Entamoeba
histolytica, la eficiencia de éste, comparativamente con el

medio de Robinson y el método coproparasitoscépico de Faustg
asi como el estudio del patrén electroforatico de este

protozoario aislado en el medio de cultivo modificado.

La hipétesis del presente trabajo fué considerar que la
. modificacién de nutrientes en el medio de cultive, traen como

consecuencia un mayor y mas rapido crecimiento amibiano.



CAPITULO IT



ANTECEDENTES.

Se conoce realmente poco acerca de los factoras de
crecimiento de los trofozoitos de Entamoeba histolytica, por lo
que es necesario determinar los efectos que causan, Sobre la

propagaci 6n del parasito, las sustancias que se encuentran en

los complejos biolbgi:ns‘adicsonadus al medio de cultivo.

Mas de una cuarta parte de las enzimas conocidas, contienen
iones metdlicos fuertemente unidos o requieren de ellos para su
actividad. Estos son el fierro, magnesio, manganeso, :nﬁaltn Y
cinc entre otros. Se han hecho estudios sobre @l requerimiento
de éstos iones para la actividad enzimidtica en medios de

cultivo. (52).

Swith vy Meerovith (54) demostraron la importancia del fierro

en el crecimiento amibiano.

En cuanto a los cofactores organicos requeridos por las
enzimas amibianas para desempefMar sus funciones cataliticas,
son posiblemente introducidas al interior del trofozofto por un

proceso de pinocitosis. (52)

Existen sustancias que los trotozoitos de amibas no
sintetizan y otras que s{, pero las cantidades formadas wmson

insuficientes para satisfacer sus requerimientos nutricionales.

Se ha observado que las amibas requiersn para su crecimiento,

de sustancias como el colestercl, -que también induce un
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aumento en la virulencia (75)-, glucosamina —necesaria pars el
crecimiento de los trofozoftos (i1B)-~, glicaerol fosfato (52) y
aminoAcidos, todos ellos imposibles de ser sintetizados a

partir de los carbohidratos, por lo que éstos son incorporados

del medio de cultivo.

De igual manera, los precursores de acidos nucléicos
estimulan el crecimiento amibiano (54), como son la adenosina,

adenina y AMP en orden creciente de eficacia.

De esta manera, se han efectuado numerosos estudxoé para
conocer completamente los requerimientos nutricionales de las
amibas, para de eésta forma, poder establecer un medio de
cultivo definido que ayude en el estudio de aspectos

metabélicos, inmunoldégicos y de diagnéstico para el control

adecuado de éste parasito.

Los primeros trabajos sobre los intermediarios del

metabolismo de

utilizaron un medio
difdsico con una flora multibacteriana indefinida, pero las

condiciones de crecimiento no eran reproducibles. (28).

Dentro de algunos de éstos medios de cultivo, se encuentra el
de Shaffer-Frye, el cual se prepara con un estreptobacilo Gram
negativo, anaerdbico, el cual se incuba por 24 horas a 37°C «n
un medio fluido de tioglicolate conteniendo 1.0% glucosa y 1.0%

de almidén de arroz. Este cultive es centrifugado

horizontalmente a 2,000 rpm por 45 minutos. E1 sobrenadantes,
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con  un contenido de 3 & 7 x lObbl:tlrill/m1| ®s recolectado y
usado como base del medio. De éste fluido se whaden 2.5 ml &
tubos de cultivo que contienen 0.{ ml de suero de caballo y 0.7
ml de solucién salina al 0.B5 % y 1,000 unidades de penicilina
G potasica. El medio es entonces inoculado y mantenida en

condiciones anaerébicas.

Las amibas crecian activamente en el medio, con curvas de
crecimiento que dependian de la cepa de Entampeba histolytica
utilizada, pero los factores que inducfan este cracimiento no

estaban bien esclarecidas. (47)

Trabajos ulteriores, utilizaron un medio de cultive
monoxénico, con un asociado bacteriano inhibido conocido, donde
las condiciones de crecimiento fueron mas facilmente

controlables. (57, 58)

Al obtener una abundante biomasa, es posible clasificar a

Entamoeba histolytica en sus diferentes zimodemos por medio de

la electroforesis utilizando diferentes isoenzimas para su

caracterizacidn. (61)

Por otra parte, esta ceracterizaciton de isoenzimas de cepas
de Entamoeba histolytjca, aisladas de casos clinicos, asi{ como
de portadores asintomdticos, ha proporcionado la identificacién
de diferentes zimodemos de amibas tanto patogenas como no

patégenas. (61, &2, &3, &4)
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Las isoenzimas utilizedas para la caracterizacién de

zimodemos, son las siguientes) glucosa fosfato isomerasa (GPIl),

fosfoglucbmutns- {(PGM) , (E.C.2.7.5.1.), L-—-

(E.C.5.3.1.9.),
{(oxalacetato-descarboxilante)

malato NADF oxidorreductasa
(E.C.2.7.1.2.) (60).

(ME), (E.C.1.1.1.40.) y hexocinasa (HK)

11
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PARTE EXPERIMENTAL.

3.1.-DISEND EXPERIMENTAL.

Suplementar el
medio de Robinson.)

Cepas utilizadas:
HPM-1 HPM-3 HPM-23

Sembrar éstas en
el medioc de Robinson
con_y sin suplementos.

37 C

Incubar a

Valorar el crecimien~
to amibiano a las
48,96 vy 144 hrs.,
observidr cambios
morfol6gicos.

Y

raf.
ado

Positividad pal
medio suplement n ®1 compuesto comercial de tioglico-
lato y ®] método coproparasitoscépico de Faust.

Utilizar heces de

Observar
microscopio.

al

pacientas con
patologia i
digestiva.
Metodo Sembrar en Sembrar en medio
coproparasitos- medio de suplementado con
cépico de Robinson el compuesto comer-
Faust cial de tioglico -

lato,

Incubar a
or 48 hrs.

37 ¢C

microscopio.

[Caractery

isoenzimas
electroford-
ticamente.

zar las




3.2.-MATERIAL REACTIVOS Y EQUIPD

3.2.1.-MATERIAL BIDLOGICO

Las cepas de E, histolytjce y HPM-1, HPM~3 ¥ HPM-23, fueron
aisladas de las heces de primates y cultivadas en el medio

de Robinson.

Heces de 404 pacientes con patologia digestiva, positivas para
E-higtolytica por los métodos coproparasitoscépico de Faust,
medio de cultivo de Robinson y el medio de Robinson

suplementado con el compuesto comercial de tioglicolato.

Suero bovine inactivado.

Cepa de Escherichia copli tipo B donada por 1la Escuela de

Medicina Tropical de Londres.

3.2.2.-MATERIAL DE LABORATORIO
Tubos de ensaye.

Frascos alicuotas de 3 ml.

Matraces volumétricos 50,100, y 1000ml.
Fipetas Fasteur.

Telas de alambre paras aateria fecal.
Gasas hdmedas.

Esbudos pequsfios.

Tubos de wasserman.

Portaobjetos.

Cubreochb jetos.

Machero de gas.
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Recipiente de siracusa.

Tubos de plastico de forma conica.
LAamina de vidrio 15 x 25 cm.
Matraces erlenmeyer 250 y 2000ml
Pfobet.s 50, 100 y 500 ml.

Vasos de precipitado 250 y 1000 ml.

Pipetas 0.1, 1, 5, y 10 ml,

3.2.3.-Reactivos.

Yoduro de potasio. B.P.(Bioxon}.
Yodo metdlico. Q.P. (Bioxon).
Sulfato de zinc. U.S.P. (Bioxon).
Agar bacterioldgico. (Bioxon).
Cloruro de sodio. 0.P. (Bioxon).
Alcohol etilico al 9&6% (J.T. Baker).
Eritromicina.

Peptona de carne. (Bioxon),
Hidréxido de sodioc. Q.P. (Bioxon).
Agua destilada.

Almidon de arroz. (Bioxon).

Azul de bromotimol. (Bioxon).

fhtalato de potasio. Q.P. (Bioxon).

Acido citrico monohidratado. @.P. (Bioxon).

Fosfato monobasico de potasio. Q.P.
Sulfato de amonio. @.P. (Bioxon).
Sul fato de magnesio heptahidratado.
Acido léctico. (J.T. Baker).

Almidén de papa. (Bioxon),

14
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Alcohol polivinilico. Donado por @1 Instituto Politécnico
Nacional.

Cloruro de mercurio. Q.P. (Sigesa).

Acido acético glacial. (J.T. Baker).
Glicerina. (Sigma).

Colorante tricrémico de Gomori. (Sigma).
Xilol. (J.T. Baker).

Resina sintética. (Sigma).

Aceite de imnersién. (Sigmal.
Tioglicolato sin dextrosa ni indicadores. (Bioxon).
Peptona de caseina. (Bioxon).

Fosfato dipotésico. GQ.P. (Bioxon).
Tioglicolato de sodio. Q.P. (Bioxon).
L-cisteina. (Bioxon).

Sulfito de sodio. Q.P. (Pioxon).

EDTA. (Sigma).

Acida caprboico. (Sigma).

Ditioceritritol. (Sigma).

Trizmalato base. (Bioxon).

Acido maléico. (J.T. Baker).

Cloruro de magnesio. Q.P. (Sigma).
Trizmalato—clorhidrico. (Sigma).

NADP. (Sigma).

Blucosa é-fosfato deshidrogenasa. (Sigma).
Glucosa 1-fosfato. (Sigma).

Nitrozul de tetrazolium. (Sigsa).

Metasul fato de fenazina. (Sigsa).




3.2.4.-EQUIPO

Centrifuga clinica de 2300 rpm. (Biodynamics I.N.C.)
Microscopio Optico. (Zeizz.) »

Autoclave. (Dlla de presion Presto con manometro.)

Horno de teaperatura ragulable. (Heramus.)

Incubadora. (Heraeus.)

Centrifugadora con temperatura controlable. (Biodynamics I.N.C.)
Refrigerador. (Kelvinator)

Bomba de vacio. (Adaptado al laboratorio junto con una toma de
aire)

Fuente de poder eléctrica. (General Electric.)'

Celdas electroforéticas. (Construidas en el Hopital Infantil
de México.)

Equipo de enfriamiento para electroforesis. (Construido en el

Hospital Infantil de México.)

3.2.5.-PREPARACION DE REACTIVOS.

REACTIVO DEL METODD DE FAUST.

SOLUCION DE SULFATO DE ZINC. Preparar una solucitn de sulfato
de zinc U.S.P. seco granulado, al 3I3%, con un peso especf{fico

de 1.180.

REACTIVOS PARA El. MEDIO DE ROBINSON.

AGAR SALIND. FPesar 1.5 gr de agar bacterioldgico BIDXON, y 0.7‘
gr de cloruro de sodio. Aforar a 100 ml con aﬁua dastilada
y someter a sbullicién hasta su total disolucion. Esterilizar
on frascos con alicuotas de 3 al a 15 libras y 15 ainutos.

Dejar solidificar en forsa inclinada.
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SOLUCION DE ERITROMICINA. Pesar | gr de eritromicina, 20 ml de
alcohol etflico al 70% y 80 ml de agua destilada. Hacer una

dilucién al 5% con agua destilada y colocar en #rascos con

alicuotas de I ml.

BACTOFEPTONA. Pesar 20 gr de peptona de carne y aforar a 100
ml con agua destilada. Colocar en frascos con alicuotas de 3

ml y esterilizar a 15 libras por 15 minutos.

SOLUCION DE HIDROXIDO DE SODIQ AL 40%. Pesar 40 gr de hidrbéxido

de sodio y aforar a 100 ml con agua destilada.

ALMIDON EN POLVO. Aproximadamente 0.5 gr de almidén de arroz en

polvo son utilizados para cada frasco de medio de cultivo.
SOLUCION DE AZUL DE BROMOTIMOL AL 0.04%.

SOLUCION DE PHTALATO DE PDTASIO. Pesar 51 gr de phtalato de
potasio y disolver en 25 ml de hidréxido de sodio al 40%,
Ajustar el pH a 6.2. Disolver en 500 ml de agua destilada
estéril y tomar 20 ml de ésta soluciéan para disoclver en 180 ml

de agua destilada estéril.

MEDIO DE CULTIVO R. Pesar S gr de clorurc de sodio, 2 gr de
4cido cftrico monohidratado, ©0.% gr de fosfato monohasico de
potasio, 1 gr de sulfato de amonio, ©.05 gr de sulfato de
magnesio heptahidratado, 4 ml de &cido lactico. Agregar 2 ml
aproximadamente de la solucidn de azul de bromotimol al 0.04%
y ajustar @l pH de 7.2. Disclver an 100 ml de agua destilada

y esterilizar a 15 libras por 15 minutos.
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MEDIO DE CULTIVO BR. Al medio R agregar un inéculo de la

cepa de Escherichisa gpoli tipo B donada por 1a Escuela de

Medicina Tropical de Londres.

MEDIO DE CULTIVO BRS. Al medio de cultive BR agregar un

volumen igual de suero boviho inactivado,

REACTIVOS PARA LA TINCION DE MUESTRAS PARA LA OBSERVACION DE

LAS MDDIFICACIONES MORFOLOBICAS DE LDS TROFOZOITOS.

FI1JADOR PVA (ALCOHOL POLIVINILICD)., Se compone de 10 gr de
alcohol polivinilico, 125 ml de cloruro de mercurio saturado,
62.5 ml de etanol al 95%, 110 ml de Acido aceético glacial y 3
ml de glicerina. Disolver, calentando suavemente a 750 C,

mezclando por rotacion hasta obtener una consistencia lechosa.

COLORANTE TRICROMICO DE GOMORI. Pesar 0.6 gr de cromotropo 2R,
0.3 gr de verde claro SF, 0.7 gr de A4cido fosfotungstico.
Adicionar 1 ml de acido acético glacial, 100 ml de agua

destilada.

YODURD DE D'ANTONI MODIFICADD. Pesar 1 gr de yoduro de potasio,

1.5 gr de iodo metalico. Aforar con 100 ml de agua destilada.

ETANOL AL 70% YODADO. A una solucién de etancl al 70%, agregar
la solucién D'Antoni hasta obtener una coloraciden castaflo
rojiza.

REACTIVO DE YODO PARA LA APRECIACION CUANTITATIVA  DEL
CRECIMIENTO AMIBIANO.

YODO YODURADO. Pesar 2 gr de icduro de potasio, 1 gr de iodo y

disolver con 100 ml de agua destilada.

18



SUPLEMENTOS UTILIZADDS.

COMPUESTO COMERCIAL DE TIOGLICOLATO SIN DEXTROSA NI
INDICADORES, BIOXON LOTE OBE-28051. Contimne: Peptona de
caseina 2 gr, cloruro de sodie 0.25 gr, fosfato dipotasico
0.15 gr, tioglicolato de sodio 0.046 gr, L-cisteina 0.04 gr,
sulfito de sodio 0.02 gr, agar 0.5 gr. Pesar 2.57 gr del
compuesto vy disoclver en 100 ml de agua destilada. Agregar 1.5
gr de agar bacteriolégico y esterilizar a 15 1libras por 1S5

minutos. Solidificar en forma in:lina.da.

FOSFATO DIPOTASICO AL 0.15% EN AGAR SALINO.

TIOGLICOLATO DE SODIO AL 0.06% EN AGAR SALIND.

L-CISTEINA AL 0.04% EN AGAR SALINO.

SULFITO DE SDDID AL 0.02% EN AGAR SALINO.

SOLUCIONES ESTABILIZADORAS PARA LISIS DE ESTRUCTURAS AMIBIANAS.

SULUCION DE EDTA 200mM. Pesar 2.92 gr de EDTA y diluir con 50

ml de agua destilada.

SOLUCION DE ACIDO CAPROICO 200mM. Pesar 1.14 ol de acido
capréico y diluir en 50 m]l de agua destilada.
SOLUCION DE DITIOERITRITOL 200mM. Pesar 1.54 qr de

ditioceritritol y diluir en 50 ml de agua destilada.

PLACAS PARA LA ELECTROFORESIS DE LOS L.1ISADOS.

GEL DE ALMIDON. Pesar 8.5 ar de almidén de papa hidrolizada vy

disolver en 100 ml de solucidn emortiguadora correspondiante
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(136 m]l de agua y 24 ml de solucitn amortiguadora de trizmalato
pH 7.4), Calentar a wmbullicién y desgasificar al vacioc para '
posteriorpente colocar en laminas de vidrio 15 x 25 cm para el
corrimiento, que se lleva s cabo a Bnc durante 3 hrs a 2‘0

.
mvs Y 140 amperes por celda elactroforeética.

SOLUCIDN AMORTIGUADDRA DE TRISMALATO O.1 M pH 7.4. Pasar 12.14
gr de trizma base, 11.461 gr de Acido muléico, 2.03 gr de
cloruro de magnesioy, 3.72 gr de EDTA, 12.8 ml de hidréxido de
sodio 10 N. Ajustar el pH a 7.4 y llevar a1 1lt. con agua

destilada.

REACTIVDS PARA LA PREPARACION DE LAS CELDAS ELECTROFORETICAS.

' SOLUCION AMORTIBUADORA DE FOSFATOS 0.2 M, pH 7.0. Pesar 17.4 gr
de fosfato dibasico de sodio anhidro, 12.1 gr de fosfato
monobasico de sodio. Ajustar el pH a 7.0 y llevar a 1 1t con

agua destilada.
SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRISMALATO 0.1 M pH 7.4.

REVELADD DE LAS PLACAS ELECTROFORETICAS.
SOLUCIDON TRIS.CLORHIDRICO 0.3 M pH 8. FPesar 3.03 gr de tris
clorhidrico vy diluir en 50 ml de agua destilada, ajustandoe al

o
pH a B.0 con HCl. Conservar en refrigeracién a 4 C.

SOLUCION DE NADP (NICOTINAMIDA ADENINA DINUCLEOTIDD FOSFATD)

(10 mg/ML). Pasar 10 mg de NADP y disolver en 10 ml de agua
o

destilada. Conservar en refrigesracidn a 4 C.

GLUCOSA & FOSFATD DESHIDROGENASA. (100 UIl/ml)

o
S16MA CHEMICAL SNT LOUIS MISSOURI. Conservar a 4 C.
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CLORURD DE MAGNES1I0 1 M. Pesar 20.32 gr de clorurco de

mnqnuiio Yy diluir con 100 ml de agua destilada Conservar
-]
en refrigeracién a 4 C.

GLUCOSA 1 FOSFATO. Disclver 12.5 mg de glucosa 1 fosfato por ml
]

de agua destilada. Conservar a 4 C.

NITRO AZIUL DE TETRAZOLIUM-NTT (Smg/ml). Disgolver e&n i ml de

agua destil ada, S mg aproximadamente de nitroazul de

tetrazolium.

METOSULFATO DE FENAZINA.PMS. Disolver en 1 ml de agua

destilada, 1 mg de PMS.

AGAR AL 1.2%. Calentar hasta ebullicién y conservar en tubos de

ensayo en alfcuotas de 10 ml. Mantener en =l congelador hasta

SU Uso.
3.3.-METODOLOGIA

DETERMINACION DEL INCREMENTD DE TROFOZOITOS POR EL  SUPLEMENTO
DE LAS DIFERENTES SUSTANCIAS QUE COMPONEN EL COMPUESTD
COMERCIAL DE TIOGLICOLATO, AL MEDIO DE CULTIVO DE ROBINSON.

El medio de cultivo de Robinson es suplementado con el
compuesto comercial BIOXON catalogo E-28051 con tioglicolato
sin dextrosa ni indicadoresj utilizar cada uno de los
componentes de éste compussto como suplementos para investigar
cusl de éstas sustancia #s 1a responsable del incrementc en el
namero de trofozoitos al subcultivar las tres cepas de E,

histelvtica.

21



METODO DE CULTIVD MONOXENICD DE ROBINSON CON Y SIN SUPLEMENTOS.

SI1EMBRA.

A los frascos de agar inclinado, agregar e}l almidon de papa

y en seguida 4 gotas de la solucion de eritromicina. Vaciar 3

ml aproximadamente de medio BR. Colocar en é¢ste medio una
o

muestra aleatoria de heces e incubar a 37 C durante 24 hrs.

CuLTIVO.
Después de 1las 24 hrs de incubacioén retirar el sobrenadante de
excremento de los frascos, agregar almidén de papa, 2 gotas de

eritromicina, 2 gotas de la solucién de peptona y 3 ml del

o
medio BRS. Incubar a 37 C por 48 hrs.

SUBCUL.TIVO.

Después de 4B hrs, observar al microscopio, la capa que estd
inmediatamente arriba del almidén, tomar frascos nuevos de
agar inclinado vy prepararlos, colocando almidén, 2 gotas de
eritromicina, 2 gotas de peptona y 3 ml aproximadamente de
medio de cultivo BRS. Tomar de nuevo una o an gotas de 1la
capa que se encuentra por arriba del almiddn y traspasar al

frasto hueve ya preparado.

o
Incubar a 37 C por 48 hrs, decpués de las cuales hacer una
nueva observacién y proceder a subcultivar de la misma manera

expresada en éste punto.

OBSERVACION Y VALORACION DEL CRECIMIENTO AMIBIANO A LAS 48, 96
Y 144 HRS DE INCUBACION.

Después de 48, 96 y 144 Hrs., de incubacién del subcultive, con

una pipeta pasteur tomar una gota del fondo del cultive vy
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depositarla @n un portacbjetos. Tomar un volumen igual de
yodo yodurndo y hacer una extension. Observar al sicroscopio y
contar 1a caentidad de amibas obtenidas utilizendo objetive
seco débil de un microscopio 6ptico. Hacer la cuenta de amibas,

de acuerdo & lu siguiente escalas

1+.. amibas por campo.

2+. amibas por campo.
3+, amibas por campo.
A+, amibas por campo.

5+...100 amibas por campo.
6+...120 amibas por campa.
7+...150 o mas amibas por campo.

TINCION DE LAS MUESTRAS PARA LA OBSERVACION DE LAS
MODIFICACIONES MORFOLOGICAS DE LOS TROFDZ01TOS.

Para la observacisén microscépica de las modificaciones
morfolégicas de los trofozoitos, tomar otra muestra del fondo
del cultivo y tefirla con el colorante tricromico de Gomori.
El parametro utilizado para considerar un cambio morfolbégico,

fué @1 engrosamiento de la membrana.

PROCEDIMIENTO.

1.-Barnizar con suero de albumina un portacbjetos previamente
etiquetado y dejar secar.

2.-Colocar 1 gota de la muestra de amibas, y adicionar en el
mismo lugar 3 gotas de PVA.

3.-Hacer una extensitn en el portaobjetos.

4.-Esperar de 30 a 60 mseg, e introducirlo de inmediato & un

recipiente de siracusa con alcohol etilico al 70% yodado por 2

minutos.

S.~Lavar con etanol al 70X 2 veces por 2 sinutos cada uno.
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&.-Lavar con etanol al S0% por 2 mnutos.

7.-Lavar con agua corriente.

8.-Intruducir en el colorante traicrémico de Gumor: de &0 a
PO minutos.

9.-Lavar con etanol al $5% por 5 minutocs.

1n.-Lavar con etanol al 100% por 1 minutoa.

!!.-]ntruducirien #ilel pur 5 minutes.

12.-Moritar 1a nuestra en resina sintética y observar al
mictroscopio con objetive de inmersion.

COMFPARACIDN DE LA FOSITIVIDAD DEL MEDIO DE ROEINSOM CON Y SINM
SUFLEMENTOS, ACI COMO CON EL METORO COPROFARAZITOSCORICA DE
FAUST. METDDC COFPROFARAZITOSCOMPICS DE FAUST.

1.— Freparer une Suspencien fecal con una parte de la muestra
de hecez (Pel tamafin de una nue: pequefia) aproiimademente en 10
partes de agua tibia del grifo.

2.-Filtrar aproximadamente 10 ml de la suspensi1én & traves de
una capa de gasa humeda en un embudoe pegueho, recolectar el
filtrado en un tubo de Vassermann.

Z.—Centrifugar ects suspension durante 45 « 460 segundos a
2,200 rpm. Detantar el csubrenadante, agreger 2 6°'3 ml de egua,
romper el sedimento por agitacién y llenar el tubu de agus
nuevamente.

4. -Repetir €l paso I de 2 a 3 veces, hasta que el sobrenadante
quede claro.

S.-Decantar el ultimo svhrenadante y agregar 3 6 4 ml de
solucion de sulfate de rinc de pesuv especifico 1.160, rumper
el sedimento y sgregar mas solucion hasta 1 cm del borde del

tubo.

24



&.-Centrifugar durante 45 a 60 segundos & 2300 rpm por espacio
de uno o dos minutos.

7.-Con un ata bacteriolégica recoger varias muestras de la
pelicula superficial y colocarla en un portaocbjetos limpio.
Atiadir una gota de colorante de yodo y agitar la preparacion
manualmente para asegurar una tincién uniforme.

8.-Colocar un cubreobjetos y observar al microscopio.

DETERMINACION DEL PATRON ISDENZIMATICO EN CEPAS HUMANAS DE
E.histolytica OBTENIDAS EN EL MEDID DE ROBINSON CON Y SIN
SUPLEMENTOS.

Determinar e] patrén isoenzimatico de E. histolytica

electroforéticamente, identificando #1 corrimiento de la enzimas

fosfoglucomutasa (PGM).

PROCEDIMIENTO PARA OBTENER LOS LISADOS PARA EL CORRIMIENTO
ELECTROFORETICOD.

Para la caracterizacion isocenzimatica de las cepas de
E-histolytica, &5 necesario lisar el trofozoitoe amibiano, para
dejar libre a 1la isocenzima & identificar. Las amibas
obtenidas del subcultivo que alcanzan una cantidad de
quinientos mil o mads trofozoftos por mililitro, colocarlas
en un tubo de plastico de forma conica y centrifugar a 3850 X6
durante 15 minutos. Desechar =l sobrenadante y al sadimento
adicionar la mezcla estabilizadora, constitufda por EDTA,
dcido caprdico y ditioeritritol mezclar volumanes iguales
(todos anteriormente preparados a una concentracidn de 20 mM)

la mezcla estabilizadora y wl sobrenadante son congelados
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o o
durante 24 hrs., a 0 C., Despugés se centrifuga a 3000 XG a 4 C
durante 30 minutos y utilizar el sobrenadante obtenido, para

1levar a cabo las determinaciones iscenzimaticas.

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LDOS LISADOS.

1.~Marcar la placa del gel para colocar las muestras,
espaciadas entre sf por 0.5 cm aproximadamente, a 3 cm paor
debajo de la mitad de la placa.

2.-Colocar las muestras, que son hilos impregnados del lisado
amibiano, en las marcas anteriormente hechas.

3.-Los hilos deben estar sumergidos en el gel de la placa.

PREPARACION DE LAS CELDAS ELECTROFORETICAS.

1.-La celda electroforética consta de 4 divisiones a su ancho,
de las cuales, las dos centrales son llenadas a la mitad con la
solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.0 , y los dos extremos
con soluci6on de trismalato pH 7.4 .

2.-Colocar esponjas como puentes de conexién, entre las
soluciones de fosfatos y trismalato.

3.~Colocuar €l refrigerante dentro de la caja eslectroforetica.
4.-Acomodar la placa de gel con as muestras sobre el
refrigerante y ponwr en contacto con la solucién de trismalato
Que estéd en los extremos, por medio de ssponjas humsdecidas con
la misma solucidn.

S5.~Conectar las cajas slectroforéticas a una fusnte de poder
que emite SO miliamperes por cada caja gue se utilice.
&.-Cubrir con cristales la placa de gel. (Los cristales no

deben tocar el gel.).
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7.-Tapar la caja electroforética. (El1 corrimiento electrofore-

tico dura 3 hrs).
En las placas para la electroforesis de los lisados, las
o

muestras son corridas « B C, durante I horas, o 240 oV y 140

amperes pur celda electroforeética.

REVELANO E INTERFRETACION DEL FATRON ISOENZIMATICO DE LA ENZIMA
FOSFOGLUCOMUTASA (FGH) .

Mezclar los reactivues de la siguiente furma y &@n este estricto
orden:

t.~Tomar 7 ml de scvlucion trizma HCl, pH E.0.

Z.-0.2 ml de solucion de clorure de magnesio 1 M.

3.-0.1 ml de NADF.

4.~1 ml de swvlucién de glucesa I-festfato (12.5 mgs/ml}

S.~-0.1 m] de solucidn de glucosa-4-fustato—deshidrogenasa. tE{
frasco reactivo, i1ndica le furma de preparacion).

&.~1 ml de nitroazul de tetrazolium (5 mg/ml).

7--1 nl de =sulfato de fenazino (1 mg/ml}.

B8.-10 ml de agar al 1

. Licuar la alicucta de 10 ml en baho
maria y agregar a la mezcCle reveladora o una temperatura de 40-

o

4% C.

Despuds de transcurridas 5 hrs de corrimiente, mezclar los
reactivos para el revelado de la enzima fosfoglucomutasa (FGM),
vertirlos sobre la placs de gel e incubar por 15 minutos a 37°C
Desarrnllada la reaccitn, visualizar la enzima pur la

presencia del formazdan culorido. Las bandas obtenidas, son

identificadas de acuerdo a la clasificacién de Sargeaunt. (el).
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3.4.-ANALISIS ESTADISTICO.

Las tablas de resultados cbtenidas se analizan estadisticasente
por probabilidad, para cémprab-r la independencia de los
eventos, as{ también e@s demostrado que el muestreo es corracto

para la evaluacién de los resul tados.

La X se utiliza para probar hipétesis en donde los datos
disponibles para el andlisis estdn en la forma de frecuencias.

El valor de significancia que se toma es del 95%.



CAPITULO 1V



RESULTADDOS Y DISCUSIONES

4. 1.-RESULTADOS.

En la FIGURA 1, se muestran los resultados obtenidos, al
utilizar la cepa HPM-1 de E.histolytica 4 donde se observd que
la adicion de los suplementos al medio de Robinson, no
increment6 en forma importante @l crecimiento amibiano, sxcepto
cuando se utilizé el :umpuaséo comercial de tioglicolato y @l
suplemento de tioglicolato por separado, comparativamente al

medio de Robinson.

Utilizando la cepa HPM-3 de E. histolytica, se obtisnen los
resultados que se muestran en la figura 2, donde se coserva que
no hubo crecimiento al suplementar cisteina y sulfito de sodio
después de 184 hrs de incubacién. (Es decir, 3 recambios de 48

hrs. cada uno.).

Al cultivar la cepa HPM-23 de E.histolytica en el medio de
Robinsan con y sin suplamentos, %® ohserva un esgquesa de
cultivo diferente, pues la adicion de tioglicolato no
incrementd en forma importante, el crecimiento a@lbinno. En

cambio, s lo hizo el compuesto comercial, como lo muestra la

figura 3.

En relacitn a los cumbios morfolégicos de los troiozo!to;
cultivados en estos asdios, se observé un sngrosasiento de la
measbrana cuando se suplemantd con tioglicolato y compussto
comercial. Esto se smuestra en las figuras 4 Y S

respectivanente.

29



v TR

Este engrosamiento no se& observé en los trofozoitos
cultivados en los medios suplementados con cistefnaj fosfato
dipotdsico y sulfito de socdio, asf como con @1 medio de

Robinson} presentados por las figuras 6, 7, 8 y 9.

En la determinacién de la positividad para E, higtolytiga, &l
comparar el medio de Robinson, y ®1 m#todo coproparasitoscdpico
de Faust, el namero de heces positivas obtenidas, se presentan
en la tabla I. El tratamiento estadistico de éstos resultados,

utilizendo cuadros tetracdricos, mostraron un valor de P<0.001.

Los resultados de los cultives positivos con E.histolytica,
obtenidos al utilizar los medios de Robinson y 1 Suplementado
con el compuesto comercial de tioglicolato, se muestran en la
tabla II. Al evaluarlos estad{sticamente, el valor de

probabilidad fue de < 0,001.

El estudio clinico de los pacientes con trastornos
digestivos, mostré que las edades de éstos fluctuaron entre 15
y &S5 ahos. En elios se muestra que la preavalenciea de
E.histolytica, determinada por los tres métodos se relaciont
con la edad y el sexo, en donde el valor més alto, se sncusntra
eh los pacientes de 25 a 44 affos y en @1 sexo femenino, como

puede observarse en la tabla III.

En relacién & la presencia de sintomas en los pacientes, la
tabla IV, nuestra predominio del dolor abdominal y diarreaj no
se presentaron diferencias estedisticas entre los tres mdtodos

empleados. Esto indicé un correcto muestreo para la evaluacidn
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de los rasultados, puesto que los tres asétodos, pressntaron
incidencia semsjante en la sintomatologfa. De tal manera que
s® pudo determinar que @l valor de prevalencia fue de 358.66%
cultivando en el medio suplementado con sl compuesto caomercial

de tioglicolato y un valor de p=0.33,

El corrimiento electrofordtico de la fosfoglucomutasa en los
trofozoitos obtenidos de 100 cultivos con @] medio de Robinson
y el suplementado con el compuesto comercial de tioglicolato se
presenta en la tabla V. En ella, se aprecia que la mayor
frecuencia se encontré dentro del grupo iscenzimatico I con

ambos procedimientos de cultivo.

Cuando éstas mismas cepas se cultivaron durante maltiples
pases en ambos medios, s6lo 12 cepas de E.-higtolytica,
continuaron conservando su patrdén electroforeético, de zimodemo

I, como se muestra en la tabla VII. Las demds cambiaron a otro

zimodemo.
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FIGURA 3

Comparacién del crecimiento de E. hjistolytica en el medio de

Robinson con y sin suplementos, utilizando la ceps HPM-23

CEPA HMP-23
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FIGURA 4
TJrofozoltos de amibas cultivadas en el medio de Robinson
suplementado con el cospuesto comercial de ticglicolato.
Tincién tricrdn;cn de Gomori de trofozoltos de amibas a las 48

hrs de cultivo.
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.FIBURA S
Trofozolitos de amibas, cultivadas con el suplesento
tioglicolato. Tincién ¢tricréomica de Gomori de trofozoitos

amibas a las 48 hrs de cultivo.




FIBURA &
Trofozolitos de amibas cultivadas con el suplemsnto de L-
cistefna. Tincién tricrémice de Gomori de trofozoitos de amibas

a las 48 hrs de cultivo.




FIGURA 7
Amibas cultivadas en el medio suplementado con fosfato
dipotdsico. Tincién ¢tricrémica de Gomori de trofozoltos de

amibas a las 468 hrs. de cultivo.




FIGURA 8
Amibas cultivadas en el medio suplementado con sulfito de
sodio. Tincion tricrémica de Gomori de trofozoitos de amibas &

las 48 hrs de cultivo.
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FIGURA 9
Amibas cultivadas en el medio de Robinson. Tincidn tricrdmica

de Gomori de trofozolitos de amibas a las 48 hrs de cultivo.
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Comparacién

TABLA 1

entre la

positividad

del mdtodo

coproparasitoscdpico y el medio de Robinson a las 48 hras.

i METODD COPROFARASITOSCOPICD

L}
1

1 PDSITIVO

IMEDID DE ) NEGATIVO -t TOTALI
)

\ROBINSON I ON %t N %t N %1
1POSITIVO | 54 1313.37 | 116 128,71 | 170 142.0B )
1 ] ) 1 ' i i 1
INEGATIVO | 291 7.18 1| 205 150.74 | 234 157.92 1
1 \ 1 ] ] ' 1 '
1ToTAL i B3 120.S5 1 321 179.45 | 408 | 100 |
fez1. 40

P<0.001
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TABLA 11
Comparacion entre la positividad de los medios de Robinson y al

suplementado con @] compuesto comercial de tioglicolato.

IMEDID i MEDIG DE ROBINSON 1t

1

JCOMERCIAL DE  1POSITIVO INEGATIVO 1TOTAL j

'

ITIOBLICOLATD 3 Nt % ! N [} % ] N ] % 1

(POSITIVO I 124 130.61 | 113 127,97 | 237 142.08 |

t i 1 1 ] 1 |‘

INEGATIVD | 46 111.39 1 121 129,95 | 167 157.92 1)

] 1 1 ] 1 ] [} ||

1TOTAL ] 170 142.08 1 234 141.34 | 404 | 100 |t
;

Ye23.66

P<0.001
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TABLA 111

Prevalencia de E.histplytica de acuerdo al sexo y edad,

determinada

por los cultivos positivos de Robinson y el

suplementado con el compuesto comercial de tioglicolate vy

el método :aﬁrop-rali toscépico.

[} EDND 1 COFRO (+) 1 TOTAL IROBINSON (43 | TOTAL ITIDGLICOLATG ()1 TOTAL 1
P
+ I FEM | MASC | N 1 % | FCM ) MASC | N 1. t FEM .| MASC N %1
1 e m o - PR PR -
' 1 y
11%-29 [T 71181 4481 01 141 48 110.89 | 38 )
r-- R B e R s LT prpua
129=3 t 81 61 341 8,421 Sa 1 13.7 | 4% 1
e
135-44 oS 4% 191 4.7 39970 321
- e cmbmecma g
145-54 1 51 1 5t 1.49 1 71 14 ) 1.98 171
195-54 1 T 1 S11.28 10 161 6t la 1 Z.9 1t 191
P .
145-HAS ! 11 ot 1102314 a4tz 70173 61 T 9IS
ot ————- S P
1TOTALES 1 &I 28 ¢ 8T I120.%S ! 118 ¢ £ ¢ 170 142.08 127 1 B0 | o37 1%H.8s 1
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TABLA 1V
Relacién entre la presencia de sintomas y positividad para

stolytica por el método coproparasitoscépico y los

medios de Robinson y el suplementado con el compuesto

comercial de tioglicolato.

;EEB}‘;E‘!;;IT;:;.IRDBINSDN (=) ITIOGLICD (+) ITIOGLICD (=) ICOPRO (4} 1COFRD (=) '
IDTAGNOSTICO I"_-N 1 L Mo %! N % 0 N it N ' % 1 Nt :
IDDLOR ABDOMIMAL 1 125-:7:-53 i 171 172,15 1 ar 1 4%.1 1 22 ) 43.B4 1 174 134,01 1
IDIARREA | 3B 122,251 &8 6 123,45 1 41 124,85 1 1B} 21,49 & B3 125,62
1HMoCo ! l;‘l s.88 ) 20 ¢t 8.55 1 17 8 7,17 0 82 3 F.50 1 a1 F.u4 0 21 ) 6.4 )
1GANGRE t a1 4.71 1 8 111,97 ) 17 1 747 3 2W0 113.98 1 71 B.43 13 1 4,82 1
1TOTALES I 170 142,08 |"£:4 157,92 ;--55—-158.55 1 187 141.34 1 82 1 20.54 (. 321 .179.43 )

e pmee mmmpememmadman———

TOTAL DE MUESTRAS=404

Pe0.ZT




TABLA V
Frecuencia de patrones isoenzimaticos de las cepas aisladas de
heces humanas y subcultivsdas en los medios de Robinson y el

suplementado con el compuwsto comercial de tioglicolato.

| IFRECUENCTIAS

- -+

EZIMODEMDS ;TIUGLICDLATO ;RDBINSDN

(B 1 a1 1 74 1
111 - ! S | 0 ) ]
1111 ! 32 | 13 |
v | 2 | 3 |
1E.coli ; <] i ] i
IE.hartmani | ] | S 1
;TDTAL I 100 ] 100 ]

as



TABLA VI
Relacidén entre los zimodemos obtenidos por la determinaciéon del
patron isocenzimatico para la fosfoglucomutasa en 34 cultivos
positivos con los medios de Robinson y el suplementado con el

compuesto comercial.

! IFRECUENCI1IAS

]
| ZIMDDEMOS ITIOGLICOLATO ;RDBINSDN ;
11 \ e 1 14 ;

+ -—
111 | 2 1 z 1
lnl 1 1z 1 8 1
1wv ‘; 2 ] S I
1E.coli | o] i I 1
tE.hartmani 1 o] i 2 IL
1 TOTAL | 34 | 34 i
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TABLA VII
Numero de cepas de £. histolytica y de amibas comensales que
no cambiaron su patroén Asoeﬁzxméti:o. al subcultivarlas en los
med1os de Robinson y el suplementado con el compuesto comercial

de ticglicolato.

1 ZIMODEMDS I{NUMERD DE CEFAS
1QUE COINCIDEN

1

i
. :
il ! 12 !
! i I
JII | 1 J
j I !
1111 1 2 7
J ! !
™ o ;
! i 1
{TUTAL ] 18 T
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4.2.-DISCUSION.

Se ha propuesto que el tioglicolato adicionado a cultivos
axénicos de E.histolytica, produce una disminucidén de la
movilidad y reproduccién de los trofozoitos. La explicacién que
se da a é¢ste efecto, supone una alteracion en la membrana que
se relaciona con el deficiente aporte de glucosa,

favoreciéndose el enguistamiento. (56)

Sin embargo, ésta sustancia adicionada a cultivos
monoxénicos, did un resultade diferente, con crecimiento
inicial muy importante, el cual fué reflejado por el numero de

trofozoitos obtenidos con las tres cepas estudiadas.

Los resultados obtenidos dieron la impresién de que el

fenémeno dependid de la cepa utilizada, debido a que can

HPM-1, el crecimiento fué mucho mas importante
con los medioc suplementados con tioglicolato y con el compuesto
comercial de tioglicolato, comparativamente con las otrgs
sustancias utilizadas, pudiéndose observar que la L-cisteina
por si sola, no influye de manera importante en el crecimiento
de éstos trofozoitos, asi como el fosfato dipotasico y el

sulfito de sodio.

Sin embargo, la cepa HPM-3 se comporté en forma similar a la
anterior, cuando el medio de Robinson fué suplementado con

tioglicolato y el compuestc comercial.

Se observaron diferencias en el comportamiento de los
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capa HPM-1 puesto que &l crecimiento con el medio
suplementado con %tioglicolato, fué bajo y con e] medio
suplementado con el compuesto comercial de tioglicolato, fue
alto. Mas aun, cuando se suplementd con cistefna, «l

crecimiento fueé nulo.

Se puede decir que la mezcla de todos éstos compuestos
conjuntamente con el tioglicolato, incrementaron en forma muy
importante el crecimiento de las tres cepas de E.histolvticea,
haciendo suponer que éste compuesto, puede utilizarse para
suplementar el medio de Robinson v asi obtener resultados més

eficactes que avuden a un diagndédsticn maés precise.

lLa explicacidén que se infiere es que éstns, después de un
rapide crecimiento, tendieron a enguistarse como 1o han
sugeridn otros autores (37), de tal manera, gque ésto se reflejé
en el enpgrasamiento de la membrana, suponiendo en ellos un

cambio metabdlico para iniciar una etapa de resistencia.

De acuerdo a los presentes resultados, la eficiencia del
medio de Robinson, comparativamente con el
cnpruparasitnséﬁpicu, se demostré por el pumero de heces
positivas (83 countra 170) considerando que se hizo una séla
toma y que los quistes pueden excretarse en cantidades pequeflfas
intermitentemente, por lo que al analizar una sdéla muestra por
el método coproparasitoscdpico, enh el mejor de los casos, sdlo
se puede identificar del 20 al 40% de los pacientes gue estan

infectados. (36)
Los resultados del cultivo, indicaron que en las mismas
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condiciones de muestreo, éste tiense mayores ventajas, de
acuerdo &« lo expresado anteriormente, pues el método de
Robinson, incrementd su positividad a 170 cultivos, es decir 87
resultados positivos mas de los obtenidos con el

toproparasitoscépico.

Se observa que resultados superiores, ofrecit el cultivo de
Rebinson suplementado con el compuesto comercial de
tioglicolato, vya que con éste ultimo, se obtuvu un total de 237
cultivos positives, de tal forma que se incrementaron &7

muestras mds positivas de las anteriores.

Esto no fué sorprendente, debido a que éste es el grupo en
donde se ha reportado la taza mds alta de morbilidad en

amibiasis. (55)

Los resultados que indican si la composicién del medio de
cultive influyd modificando el zimodemo de la cepa y al mismo
tiempo, el corrimiento electroforético, se presenta en la tabla
V1. En ella se observa gue 34 cepas de amibas (que se
encuentran contempladas dentro de las 100 cultives anteriores)
cultivadas simultaneamente en los dos medios de cultive, los
cambios en el corrimiento electroforético sélo se presentaron

en algunas cepas de

asf como en amibas

comensales.

Estos resultados, mostraron que la composicién de los medios
de cultive sf influye &n forma importante con algunas cepas de
E.histolytica, puesto que se observaron cambios en los

corrimientos de la fosfoglucomutasa.
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CONCLUSIONES.

El numero de trofozoftos obtenidos en los medios de Robinson
con y sin suplementous, fué diferente con las tres cepas de
amibas.
1.~-El medio de cultivo de Robinson suplementado con el
compuesto comercial de tioglicolato, aumentd el crecimiento de

de Robinson y las demds sustancias que se suplementaron.

2.-El 1incremento de los trofozolitos en los cultives, dependit

I.~Se observaron cambios morfolégicous en la membrana de 1los

trofozoftos, probablemente de tipo metabdlico.

4.-En 404 pacientes con trastornes digestives, el andlisis
toproparasitoscépico, fué positivo para E.higtolytica en 83,
con el cultivo de Robinsan, 170 y con el suplementado con el

compuesto comercial de tioglicolate 237, demostrandose una

mayor eflciencia en el uit:mo meétodo.

E.-La mayoria de los pacientes parasitados con E:histolytica,
fueron de sexs femenino, con edades entre 25 y 44 affos,

predominando el dolor abdominal y la diarrea.

&.—~E1 patréon electroforético para la fesfoglucomutasa mas
frecuente, fué el grupo iscenzimitico I. Sin embargo, s6lo 12
cepas de 34, conservaron su zimodemo I, los demas cambiaron

después de miltiples subcultivos.

En éste trabajo, se presenta un medio de cultive répido
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