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CAPITULO 1 



1NTRODUCC1 ON 

El diagnóstico de amibiasis en el l•bor•tor10, •• b•s• •n 

el hal 1 azgo 

anticuerpos 

de •mib•• en materia fecal <~9, 70, 72) 1 o 

especfficos en suero, •unqu• au presenci• na 

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

Ambos métodos tienen sus propios problemas inherentes. El 

e>: amen de heces frescas es el método mas uti 1 izado, pero poco 

confiable (73) por varias razones: 1) Es una técnica 

identificación visual, donde se busca la presencia 

de 

del 

parásito por diversos métodos como el Faust-Ferreira, Dietil

Eter, Mertiolate-Jodo-Formol y tinción con hematoxilina C59~ 

77>. 2> La aparición intermitente de quiste$ en heces, 3) La 

cantidad de estructuras que pueden confundirse c:on el 

protozoario <macrófagos que han ingerido células rojas, o bien 

leucocitos) 4) Sustancias que inter~ieren en el examen de 

materia fecal <1, 41> 5> La no identificación correcta de 

Ent2IDB€~2 bi§!g!~!is~ <debido a que se necesita personal 

capacitado 

trofozolto) 

para distinguir al par~sito enquistado o 

6> AsI como la correcta preparación de los 

reactivos y de la muestra, C23 y 73> hacen que se reporten 

usualmente, muchas falsas-positivas y falsas negativas 

El otro metado usado como diagnóstico es el an•ltsis 

••rológico. En pacientes con •bsc•sa hep•ttco •mibiano, el 

8~-90Y. <2, 12 y 27> presentan anticuerpos cir-cul•ntes, 

independientemente de la tecnic~ in•unológica empleada. Sin 



hospitalización, sólo del ~-BOX pr•••ntan anticuerpos, cuando 

la colonización es por •mibas invasoras. (16, y 19> 

Los inconvenientes de las pruebas •erológic•s son •óltiples, 

ent.re ello& estén las variaciones de los tlt.ulos 

anticuerpos obtenidos al utilizar diferentes anttgenos, ast 

como el tipo de metodologlas; unas mas sensibles que otras. (8 

y 15) 

desde hace michos al'los con el fin de estudiar la amibiasis "in 

vitro• y elucidar su comporta•iento "in vivo" <5, 53, 67, 69>, 

por lo cual, ésta -.etodologla va ganilrldo terreno en esta 4rea, 

al •is•o tiempo que ofrece la posibilidad de utilizarla co•o 

una prueba diagnóstica. El inconveniente que presenta este 

procedi•ient.o es el tiempo de crecimiento <m•s de 72 hrs.><57), 

que lo hace poco práctico. 

Los priMeros intentos de cultivo suponlan que los productos 

del -taboli-o bacte~iano favoreclan la producción de 

sustancias qul•icas par• el creci~tento 4mibiano, yd que se 

encontraba una disminución en el n~1nero de bacterias 

proporcional al incremento da amibas. (68). 

El 91!dio de cultivo se obten!• .. dtante una •olución de 

tioglicolato, glucosa y al•idón, incub•dos en pr•sencia de 
o 

.. un• bact...,.ia Sra• negat.iva durante 24 hrs., • 37 C. El 
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d• centrifugar • 2000 rpm 

durant• 45 min., canstitula •l mediad• cultivo de Shaffer

Frye.<68). M•s tarde, otras medios de cultivo fueron descritos 

sin utilizar bacterias <10, 11, 12, 13, 14, 48>1 sin embargo, 

todos ellos adolesclan del sentido pr6ctico par• utilizarlos 

como medio d1agn6stico, por las caracterlsticas de las 

sustancias que los componlan. 

Otro punto importante, aparte del diagnóstico de la 

amib1asis, es el poder diferenciar una cepa no patógena de una 

patógena, proceden~es de portadores asintomáticos o de 

pacientes con patologla digestiva. 

La virulencia de las cepas de ~otame@b~ bi§tel~t~s@ está 

determinada por diferentes par6metrosa entre ellos el estudio 

de zimodemos (63, 61, 62 1 64), con los que se han caracterizado 

numerosos aislamientos, mediante el patrón electroforético de 

las enzimas glucosa fosfoisomerasa <E.C::.5.3.1.9. l, 

fosfoglucomutasa <E.C.2.7.5.1.>, L-malato NADP oMidorreductasa 

<E.C::.1.1.1.40.l y hexoqulnasa <E.C::.2.7.5.l.>. 

El patrón muestra que los pacientes con amibiasis invasora, 

presentan zimodemos distintos de aquel.los que son portador•s 

asi ntom.6ti cos (59). El •studio ••tos 

iso•nzimAticos en caso& humanos y asociado •l cuadro 

patrones 

el lnico 

en •l momento d•l a'islamiento, podrlan s•r usados como 

marcadores bioqulmicos Pª'"ª diferenciar entre l•• 
subespecles de ~~bllte!~tlke p•tóg•n•• y no p•tóg•n•• 120)¡ 

sin •mb•rgo los •Mp•rimantos realizado• reci•ntem•nt• <39, 40, 
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71> demuestr•n que eMisten cambio& de zimodemo de C•P•• no 

patógenas a patógenas. 

Todos estos esfuerzos por elucidar les 

metabólicas, llevaron investigar las condiciones 

determinan la patogenicidad amibiana en el huésped humano 

que 

Cde 

lo cual se conoce muy poco>, y los factores que pueden causar 

la conversión 

inofens1vo a un invasor agresivo. 

El objetivo de este trabajo fué modificar el medio de cultivo 

de Robinson, para Sotªmº~~ª hi§t2l~tlsª' donde se observara un 

crecimiento rápido, variando los factores de crecimiento en 

medio, responsables de la propagación de ÉOtªm2~~~ 

bl§tQl~tl~ª' la eficiencia de éste, comparativamente con el 

medio de Robinson y el método coproparasitoscópico de Faust1 

asl como el estudio del patrón electroforético de esta 

protozoario aislado en el medio de cultivo modificado. 

La hipótesiS del presente trabajo fué considerar que la 

modificación de nutrientes en el media de cultivo, traen como 

consecuencia un mayor y más rápido crecimiento ~mibiana. 
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CAPITULO II 



ANTECEDENTES. 

Se conoce reAlmente poco acerca de los factor•• de 

crecimiento de los trofozoftos d• ga~!fil2E~~ bl~l2l~~~~~' por lo 

que es necemario determinar los efectos que cau&an, sobr• la 

propagación del par•sito, las sustancias que se encuentran en 

los complejos biológicos adicionados •l medio de cultivo. 

Más de una cuarta parte de las enzimas conocidas, contienen 

iones metálicos fuertemente unidos o requieren de ellos para su 

actividad. Estos son el fierro, magnesia, manganeso, cob•lto y 

cinc entre otros. Se han hecho estudios sobre el requerimiento 

de éstos iones para la actividad enzimática en medios de 

cultivo. (52). 

Swith y Meerovith (54> demostraron la importancia del fierro 

en el crecimiento amibiano. 

En cuanto a los cofactores organices requeridos por l•s 

enzimas amibi~nas para desempehar sus funciones catallticas, 

son posiblemente introducidas al interior del trofozolto por un 

proceso de pinocttosis. (52> 

Existen sustancias que los tro+ozoltos de amibas no 

sintetizan y otras que •I, pero l•s cantidades formadas aon 

insuficientes para satisfacer sus requerimientos nutriclonal••· 

Se ha ob-rvado que las amibas r•qui•r•n par• sU cr•ci•i•nto, 

d• sustancias como el col•sterol, -que tambi•n induce un 



crecimiento de los trofozortos (18>-, glic•rol fosfato (~2> y 

aminoAcidos, todos elloE imposibles de ser sint•tizados • 

partir de los carbohidr•tos, por lo que •stos son incorporados 

del medio de cultivo. 

De igual manera, los precursores de ácidos nucléicos 

estimulan el crecimiento dmib1ano (54>, como son lc:1 ddenosina, 

~denina y AMP en orden creciente de eficacia. 

Ve estil manera, se han efectuddo numerosos estudios para 

conocer completamente l c1s requerimientos nutrici anales de las 

amibas, pard de ést11 forma, poder establecer un medio de 

cultivo definido que ayude en el estudio de aspectos 

metabdlico&, inmunológicos y de diagnóstico para el control 

adecuado de éste par4sito. 

Los primeros tr-abaj os sobr-e los intermediarios del 

m•tabolismo de ~!lt@!!lQ~~H! h!.~~!!l.~1i.S!i! utilizaron un medio 

dif4s1co con una flora multib.scterictrtci indefinida, pero las 

condiciones de ~recimiento no eran reproducibles. <281. 

Dentro de algunos d• éstos medios de culti..,o, se encu•ntra el 

de Shaffer-Frye, el cu•l se prepar• con un estreptob•cilo GrMm 
o 

n•gativo, anaerdbico, el cual •• incubd por 24 hor•e M 37 C •n 

un m•dio fluido de tiaglicolato conteniendo_ 1.0% glucosa y 1.0% 

almidón de •rroz. Este cultivo es centrlfuQado 

horizont~lm•nte • 2,000 rpm por 4~ minutos. El sobr•n•dant•, 



b 
con un cont•nido de 3 a 7 K 10 bact•ria•/ml, •• r•col•ct•do y 

usado como base del medio. De éste fluido se •N•den 2.5 ml • 

tubos de cultivo que contienen 0.1 ml de suero de caballo y 0.7 

ml de solución salina al o.es Y. y 1,000 unidad•• de penicilina 

G potásica. El medio es entonces inoculado y mantenido en 

condiciones anaeróbicas. 

L~s amibas crec1an activamente en el medio, con curvas de 

crecimiento que dependlan de la cepa de Eoi~m2!~! b1~~g!~tiS! 

utilizada, pero los fdctores que induc1an este crecimiento no 

estaban bien esclarecidos. <67> 

Trc.biijos ulteriores, utilizaron un medio de cultivo 

monoxénico, can un asociado bacteriano inhibido conocido, donde 

las candi ci ones de crecimiento fueron mlu• facilmente 

controlables. <57, SS> 

Al obtener una abundante biomasa, es posible clasificar • 

S!l:t~mQg~:H! !:l!.§~.2!.~:t!.~! en sus diferentes zimodemos por medio de 

la electroforesis utili2ando diferentes isoenzimas p~r• &u 

c&racteri zaci ón. C61) 

Por otra parte, esta caracterización de isoenzim•s de c•P•• 

de ~!l~emg•~e b!.§:t2l~:ti~é• aisladas de casos clfnicas, ast como 

d• port•dares •Bintom~ticos, hM proporcionado l~ id•ntificact6n 
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Les iso•nzim•• utilizada• para la caract•rlzacl6n d• 

zi•ad•mos, son las •lgul•nt••• glucosa fosfato lso••rasa <GPI> 9 

<E.C,S.3.1.9,), fosfoglucomu~~·· (PGM>, <E.C.2.7.S.I.>, L

malato NAOP oxidorreductasa Coxalac•tata-d••carboMllante> 

<ME>, <E.C,1.1.1.40.> y hexocinasa <HK> <E.C.2.7.1.2.> (60). 
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CAPITULO II 1 



PARTE EXPERIMENTAL. 

3.1.-DISENO EXPERIMENTAL. 

Suplementar el 
medio de Robinson. 

Cepas utilizada•1 
HPH-1 HPH-3 HPH-23 

Sembrar •stas •n 
el medio de Robinson 
con sin su lamentos. 

Incub11.r a 37 C 

Valor•r al crecimien
to amlbi11.no a l•s 
48 1 96 y 144 hrs., y 
observar cambios 
morfol 6 leos. 

Positividod par~~hifi12!~1~s~. del medio de Robinson, 
medio suplementado con el compuesto co-.rci•l d• tioglico 
lato •1 método coproparasitoscdpico de F•ust. 

,_todo 
coprop•r•sit.os-
cdpico de 
F•ust 

Observar al 
raicroscopio. 

/t. 

Sltebr•r en raedi o 
suplementado con 
~1 compu•sto com•r
ci al d• ttoi;ilico 

al 
to. 

Caracterlz.,. l•• 
isoenzl .. • 
•1.ctrofar•
tica-.nt•. 



3,2.-MATERIAL REACTIVOS V EQUIPO 

3.2.1.-MATERIAL BIOLOBICO 

Lms cepa& de ~L hL~~2l~~i~• ; HPM-1, HPM-3 V HPM-23, fueron 

aisladas de las hec•• de pri~ates y cultivada& en el medio 

d• Robinson. 

Heces de 404 pacientes con patologla digestiva, positivas para 

&~hll~Ql~~L~~ por lo& métodos coproparasitoscópico de Fau•t, 

medio de cultivo de Robinson y el medio de Robinson 

suplementado con el compuesto comercial de tioglicolato. 

Suero bovino inactivado. 

Cepa de ~~~b~~1~bl~ EQ!i tipo B donada por la Escuela de 

Medicine Tropical de Londres. 

3.2.2.-MATERIAL DE LABORATORIO 

Tubos de ensaye. 

Frascos •llcuotas de 3 ml. 

Matraces volum•tricos ~0,100, y lOOOml. 

Pipetas Pasteur. 

Telas de alambre para materia facal. 

Gasa• h~medaa. 

Ellbudos p•qu.troa. 

Tubos d• wasaerean. 

Portaobjetos. 

Cubr•obj•tos. 

Mechero d• 9••· 

13 



Recipient• d• •iracusa. 

Tubos de plAstico d• forma c6nica. 

L•min• de vidrio 15 x 25 cm. 

Matr•ces erlenmeyer 250 y 2000ml 

Probetas so, 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. C.P. <Bioxon). 

Yodo metAlico. C.P. <Bioxon>. 

Sulfato de zinc. U.S.P. <BioKon>. 

Agar bacteriológico. CBioxon>. 

Cloruro de sodio. C.P. <Bioxon> .. 

Alcohol •tilico al 96% <J.T. Baker). 

Eritromicina. 

Peptona de carne. (Bioxon>. 

HidróKido de sodio. Cl.P. <Bioxon>. 

Agua destilada. 

Almidón de arrOz. <Bioxon>. 

Azul de bromotimol. <Bioxon). 

Phtal•to d• potasio. Q.P. (8ioxon). 

Acido cJtrico monohidrat•do. Q.P. <Bioxon). 

Fo•fato monab•stco de potasio. Q.P. <Bioxon>. 

Sulfato d• amonio. Gl.P. <BioKon>. 

Sulfato de ma9n••i• h•ptahidratado. Gl.P. <BioKonl. 

Acido Uctico. <J.T. Bak•r>. 

Almidón d• papa. <Btoxon>. 

14 



Alcohol palivinllico. Donado par •1 lnstltuta 

N•ci anal. 

Cloruro de -rcurio. Q.P. <SiQ .. ). 

Acido ac•tico glacial. (J.T. Bak..->. 

Glicerina. CSi.g•a). 

Colorante tricr6mico de Go•orl. CSig•a>. 

Xll al. (J. T. Bak11r>. 

Resina sintética. CSi gma>. 

Aceite de imner•ión. CSigra.>. 

Tioglicolato sin dextrosa ni indicadores. CBioKan>. 

PeptonA de caselna. CBioKon). 

Fosfato dipot.t.sico. Q.P. CBi.oxon). 

Tioglicolato de sodio. Q.P. CBloKon>. 

L-cistel'na. CBioxon>. 

Sulfito de sodio. Q.P. CBioKon>. 

EDTA. <Sigma). 

Acido capr6ico. (Sigma). 

Di ti oeri tri tal. <Sigm.o>. 

Tri zmAlato base. CBi oxon). 

Acido maléico. (J.T. Baker>. 

Cloruro de magnesio. Q.P. <Bt; .. >. 

Trizmalato-clorhl'drico. CSig•a>. 

NADP. (Sigma>. 

Glucosa 6-fos4ato deshidrogmnasa. CSiQllA). 

Glucosa 1-fas4ato. CSig••>. 

Nitrozul de tetrazoliu•· CSia .. >. 

t19tAsulfato d• fenazlna. CSig .. >. 

IS 



3.2.4.-EQUIPO 

Centrifuga cllnica de 2:500 rp•. IBiodyn .. ics I.N.C.) 

Microscopio 6ptico. CZeizz.> 

Autocl•v•. <Olla de presión Presto con ..n6metro.) 

Horno de temper•tur• regulable. <Hera.us. > 

Incubador~. CHeraeus.> 

Centrifugadora con teiaperatura controlable.<Biodyna•ics I.N.C.) 

Refrigerador. CKelvinator> 

Bomba de v~clo. <Adaptado al 1.a.boratorio junto con una ta .. de 

.aire) 

Fuente de poder eléctric•· <General Electric.> 

Celdas electroforéticas. (Construidas en el Hopital 

de Héxico.> 

Infantil 

Equipo de enfriamiento para electroforesis. <Construido en el 

Hospital Infantil de tu!xico.> 

3.2.5.--PREPARACION DE REACTIVOS. 

REACTIW DEL IETODO DE FAUST. 

SOLUCIDN DE SÜLFATO DE ZINC. Preparar un• soluci6n d• sulfato 

de zinc U.S.P. seco gr..nulado, al 33X, can Wl p•so espmcffico 

de 1.100. 

REACTIWS PARA EL IEDIO DE ROBINSON. 

AGAR SALINO. Pasar 1.5 Qr d• ag.ar bact•riolóQico BlOXDN, v 0.7 

gr d• cloruro de sodio. Aforar a 100 al con agua d .. tllada 

y so.eter • ltbullici6n hasta su total dlsoluci6n. Esterlllzar 

.-. frascos con allcuotas d• 3 •l a IS libras y IS •tnutos. 

O.J.ar solidificar ~ for- inclinllda. 
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SOLUCION DE ERITROMICINA. Pe•ar 1 ;r de eritramicin•, 20 mi de 

alcohol •tilico al 70% y 80 ml de a;u• destilada. Hacer una 

dilución •1 ~%con agua de•tilada y colocar •n frascos con 

allcuotas de 3 ml. 

BACTOPEPTONA. P•••r 20 gr de peptona de carne y aforar a 100 

ml con agua destilada. Colocar en frascos con allcuotas de 3 

ml y esterilizar a 15 libras por 15 minutos. 

SOLUCION DE HIDROXIDO DE SODIO AL 40%. Pes•r 40 gr de hidr6xida 

de sodio y aforar a 100 ml con agu• destilada. 

ALMIDON EN POLVO. AproMimadamente 0.5 gr de almidón de arroz en 

polvo son utilizado& p•r• cad• frasco de medio de cultivo. 

SOLUCION DE AZUL DE BROMOTIMOL AL 0.04%. 

SOLUCION 

potasio 

Ajustar 

DE PHTALATO DE POTASIO. Pesar 51 gr de phtalata de 

y disolver en 25 ml de hidróxido de .. ~odio al 40%. 

el pH a b.2. Disolver en 500 ml de agua destilada 

••t•ril y tomar 20 ml de 6sta solución para disolver en 180 mi 

de agua destilada est9ril. 

MEDIO DE CULTIVO R. Pesar 5 gr de cloruro d• sodio, 2 Qr de 

•cido cftrico monohidratado, 0.5 Qr de fo•fato monob••ico d• 

potasto, Qr de sulfato de •mon1o, O.OS Qr de sulfato de 

magnesio haptahidratado, 4 ml de 6cido l•ctico. AQregar 2 ml 

aproximadamente d• la solución de azul de bromotimol al 0.04% 

y ajustar el pH de 7.2. Disalvttr en 100 •l de agua d••tllada 

y ••t•rilizar a IS libra• par 1S minutos. 
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MEDIO DE CULTIVO BR. Al medio R a;r•;ar un ln6culo d• la 

c•pa de d• 

Medicin• Tropical de Londres. 

MEDIO DE CULTIVO BRS. Al medio de cultivo BR 

volumen igual de suero bovino inactivado. 

REACTIVOS PARA LA TINCION DE MUESTRAS PARA LA OBSERVACION DE 

LAS MODIFICACIONES MORFOLOBICAS DE LOS TROFOZOITOS. 

Fl~ADOR PVA <ALCOHOL POLIVINILICO>. Se compone de 10 gr de 

alcohol polivinllico, 125 ml de cloruro de mercurio saturada, 

62.5 ml de etanol al 95Y., 110 ml de écido ac•ttco glacial y 3 
O 

ml de glicerina. Disolver, calentando suavemente a 75 e, 

mezclando por rotación hasta obtener una consistencia lechosa. 

COLORANTE TRICROMICO DE BOMORI. Pesar O.b gr de cromotropo 2R, 

0.3 gr de verde claro SF, 0.7 gr de Acido fosfot~ngst1co. 

Adicionar ml de actdo acético glacial, 100 ml d• agua 

destilada. 

YODURO DE D'ANTONI MODIFICADO. Pesar 1 gr de yoduro de potasio, 

t.5 gr de iodo'met•ttco. Aforar con 100 ml de agua destilada. 

ETANOL AL 70% YODADO. A una Bolucl6n de etanol al 70X, agr•gar 

la solución O'Antoni hasta obtener una coloracidn castafto 

rojiza. 

REACTIVO DE YODO PARA LA APRECIACION CUANTITATIVA DEL 

CRECIMIENTO AMIBIANO. 

YODO YODURADO. P•sar 2 gr d• ioduro de pota•io, l gr d• lodo y 

disolv•r can 100 ml de a;ua d••tilada. 
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SUPLEMENTOS UTILIZADOS. 

COMPUESTO COMERCIAL DE TIOGLICOLAlO SIN DEXTROSA NI 

INDICADORES, BIOXON LOTE 08E-2805l. Conti•nea Peptona d• 

caselna 2 gr, cloruro de •odio 0.25 gr, fosfato dipot•sico 

o. 15 gr, 

sulfito 

tioglicolato de sodio 

de sodio 0.02 gr, agar 

0.06 gr, 

o.5 gr. 

L-cistelna 

Pesar 2.57 

0.04 gr, 

gr d•l 

compuesto y disolver en 100 ml de &gua destilad&. Agregar 1.5 

gr de agar bacteriológico y esterilizar a 15 libr~s por 15 

minutos. Solidificar en forma inclinada. 

FOSFAlO DIPOTASICO AL 0.15% EN AGAR SALINO. 

TIOGLICOLATO DE SODIO AL O.Ob% EN ABAR SALINO. 

L-CISTEINA AL 0.04% EN AGAR SALINO. 

SULFITO DE SODIO AL 0.02% EN AGAR SALINO. 

SOLUCIONES ESTABILIZADORAS PARA LISIS DE ESTRUCTURAS Al1IBIANAS. 

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

ml de agua destilada. 

SOLUCION DE ACIDO CAPROICO 20011111. Pasar 1.lb al de ~cido 

capróico y diluir en 50 ml de agua dastilada. 

SOLUCION DE DITIOERITRJTOL 20011111. gr de 

ditioeritritol y diluir en 50 ml d• agua destilada. 

PLACAS PARA LA ELECTROFORESIS DE LOS LJSAD06. 

GEL DE ALMIDON. Pesar 8.5 gr de alaid6n d• papa hidrolizad• y 

disolver en 100 ml d• soluc1dn a•ortiQUadora carr9Spiondient• 



<136 •l d• aou• y 24 •l d• •oluci6n ••ortiguadara d• trizaalato 

pH 7.4>. Calentar a •bUllicí6n y d••Q••ificar al vaclo para 

posteriorment• colocar •n t·aminas de vidrio 15 K 23 cm para el 
Q 

corrimiento, que se lleva a cabo • B C dur•nte 3 hrs a . 240 

mvs V 140 amperes por celda el•ctrofor•tica. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRISHALATO 0.1 H pH 7.4. P•sar 12.14 

gr de trizma base, 11.61 gr de Acido maléico, 2.03 gr de 

cloruro de magnesio, 3.72 gr de EOTA, 12.B ml de hidróxido de 

sodio 10 N. Ajustar el pH a 7.4 y llevar a 1 lt. con agua 

destilada. 

REACTIVOS PARA LA PREPARACION DE LAS CELDAS ELECTROFORETICAS. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATOS 0.2 H, pH 7.0. Pe&ar 17.4.gr 

de fosfato dibásico de sodio anhidro, 12.1 gr de fosfato 

monob6sico de sodio. Ajustar el pH a 7.0 y llevar a 1 lt con 

agua destilada. 

SOLUCION AMORTIGUADORA DE TRISl1ALATO 0.1 11 pH 7.4. 

REVELADO DE LAS PLACAS ELECTRDFORETICAS. 

SDLUCION TRIS-CLDRHIDRICO 0.3 H pH B. P••ar 3.03 gr d• trl• 

clorhldrico y diluir en SO •l de agua destilada, ajustando •l 
D 

pH a a.o con HCl. Con••rvar en re~rigeracidn a 4 C. 

SOLUCION DE NADP <NICOTINAAIDA ADENINA DINUCLEOTIDO FOSFATO> 

110 119/11LI. P•sar 10 119 d• NADP y dl•olvmr •n 10 •l d• agua 
D 

destilada. Conservar •n refriQaracidn a 4 c. 

GLUCOSA b FOSFATO DESHlllROGENASA. < 100 Ul/•l > 
D 

SIGl'IA CIE111CAL SNT LDUIS 1116SOIRI. Con•.,.v11r a 4 C. 
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CLORURO DE MAGNESIO l M. P•••r 20.32 Qr de cloruro d• 

magn•sio y diluir con 100 ml da &QU• destilada Con••rvar 
o 

en refriQ•ración a 4 C. 

GLUCOSA l FOSFATO. Disolv•r 12.5 mg de glucosa 1 foafato por mi 
o 

de agua destilada. Cons•rvar a 4 c. 

NITRO AZUL DE TETRAZOLIUM-NTT !5mg/mll. Disolver en l mi de 

agua destilada, 5 mg aproximadamente de nitroazul de 

tetra~olium. 

METOSULFATO DE FENAZINA.PMS. Disolver en ml de agua 

destilada, l mg de PMS. 

AGAR AL 1.2%. C•lentar h•sta ebullición y conservar en tubos de 

ensayo en allcuotas de 10 ml. Mant•ner en •l congelador hasta 

su uso. 

3.3.-METODDLOGIA 

DETERMINACION DEL INCREMENTO DE TROFOZOITOS POR EL SUPLEMENTO 

DE LAS DIFERENTES SUSTANCIAS QUE COMPONEN EL COMPUESTO 

COMERCIAL DE TIOGLICOLATO, AL MEDIO DE CULTIVO DE ROBINSON. 

El medio de cultivo de Robinson •• suplementado con al 

compuesto cosercial BlOXON cat•lago E-28051 can tioglicolato 

sin dextrosa ni indicador••I utilizar cada uno d• loa 

component•• de ••t• compuesto como supl•mentas para inv•stiQar 

cuAl da ••tas sustanci• •• la r•sponsable del incr•m•nto •n el 

n~m•ro de trofozoltos •1 subcultivar la• tr•• C9JJAS de ~~ 
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METODO OE CULTIVO MONOXENICO DE ROBINSON CON Y SIN SUPLEMENTOS. 

SIEMBRA. 

A los fra5coa de agar inclin•do, •;regar el almidón de papa 

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

ml aprowimadamente de medio BR. Colocar en ••t• medio una 
o 

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

CULTIVO. 

Después de las 24 hrs de incubaci 6n r·etirar el sobrenadante de 

eMcremento de los frascos, agregar almidón de pap•, 2 gotas de 

eritromicin•, 2 gotas de ld solución de peptona y 3 ml d•l 
o 

medio SRS. Incubar • 37 C por 48 hrs. 

SUBCULTIVO. 

Despues de 48 hrs, observar al microscopio, la c~p• qu• aat• 

inmediatamente arriba del almidón, tomar frascos nu•vos de 

agar inclinado y prepararlos, colocando almidón, 2 gotas d• 

eritromicina, 2 gotas de peptona y 3 ml aproximadam•nt• d• 

medio de cultivo BRS. Tomar de nuevo una o dos gotas d• la 

c•pa que se encuentra por arriba del almidón y traspasar al 

frasco nuevo Y• preparado. 

o 
Incubar a 37 C por 48 hrs, despu•• de las cual•• hacer una 

nueva observactdn y proceder a subcultivar d• 1~ mi•m• man•r• 

eMpresad• •n •ste punto. 

OBSERVACION Y VALORACION DEL CRECIMIENlO AMIBIANO A LAS 48, 96 

Y 144 HRS DE INCUBACION. 

Despu•s de 48, 96 v 144 Hrs., de incubación del subcultlvo, con 

una pipeta pasteur tomar una gota dal fondo dal cultivo y 
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depoaitarl• en un port•obJ•toa. To••r un volWMtn i9ual d• 

yodo _Yodurado y h•c•r un• •xt.enaidn. Obs.,.var al •icroscopio V 

contar ld c•ntidad d• amiba• obtenida• utilizando obj•tivo 

seco debil de un microscopio óptico. Hac•r 1• cu•nta de ••ib••• 

T!NC!ON 

1+ ••• 10 ••ibas por campo. 
2+ ••• 20 amibas por campo. 
3+ ••• 60 dmibas por campo. 
4+ ••• ao amibas por campo. 
S+ ••• 100 amibas por campo. 
6+ ••• 120 amibas por campo. 
7+ ••• 150 o mAs amibas por campo. 

DE LAS MUESTRAS PARA LA OBSERYACION DE 

MODIFICACIONES MORFOLOGICAS DE LOS TROFOZOITOS. 

LAS 

Para la observación microscópica de l~s aodific•ciones 

morfológicas de los trofozoltos, tomar otra •uest.ra d•l fondo 

del cultivo y teftirla con el colorante t.ricr6mico de Gomori. 

El parémetro utilizado para considerar un caabio morfol6gico• 

fué el engrosamiento de la membrana. 

PROCEDIMIENTO. 

1.-B~rnizar con suero de albómina un portaobjetos previ ... nte 

etiquetado y dejar secar. 

2.-Colocar gota de la muestra de amibas, y adicionar en el 

mismo lugar 3 gotas de PVA. 

3.-Hacer una extensión en el portaobjetos. 

4.-Esperar de 30 a 60 seg, e introducirlo d• in .. diato • un 

recipiente de siracus• con alcohol etlllco al 70X yod•do por 2 

mlnutos. 

s.-Lavar con etanol al 70X 2 vecea por 2 •lnutas cada uno. 
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6.-Lavar con etanol al SOY. por 2 minutos. 

7.-Lavar con agua corr1ent~. 

e .. -Introducir 

90 minutos. 

el coloraOte tr1crómico de Gamur1 de bO 

9. -Licivi'r con etanol i:ll 95~ pur 5 minutos. 

lQ .. -Lavar con etanol al 100% por 1 m1nut.o. 

1J .-Intrnducir en l:ilol phr 5 minutos. 

1~. -Hor,t.;..r ld n • ..ie-atrc. er1 res1r1a s1ntét1ca y observar al 

m1 croscop1 o con objeti vu dE inmers1 or1. 

COMPARACIOt·I DE LA POSITIVIDAD DEL MEDIO DI: ROE·lNSOl·I CON \' SIN 

SUPLEHEtlTOS' AGI cor10 cou EL HETOf•O COPROrAnASITOSCOPICC DE 

FAUST. METODC COF"f\OF"Hr\A:::::r1o~cor•1cc DE I· ;.;us.1. 

l. - Prep:t:-i:lr unc:1 s:u=:pe'l~l (•f1 ft:cal cvn una pgrte de la muestra 

de hece: ~Del tioHndhra de unc1. nue;: pequeño) c1.proiamad"'mente en 1(1 

partes de aguo t1b10 del grifo. 

2.-F1ltrar aproximadamente 10 ml de la suspene:16n o trdvee: d~ 

una capa de gasa hú.med<:t en u11 embudo pequeho, recolectar El 

fil t1·adt• en u11 lubu de a..Jasserm.!1111. 

::. -Centr1 ·fugar esto su5pensi ón dur.:.nte 45 d 60 segundos 

~~ 300 rpm. Detante.r el 5obrendddnte, dgregar 2 ó 3 ml de clguc:l, 

romper el sed1ment.u por ag1lac1611 }' llenar el tubu de aguc1. 

nuevarnonte. 

4.-Rcpctir el paso 3 de 2 d 3 veces, hdsta que el sobrenddante 

quede clar-o. 

5.-Decantar el ~ltimo sobrenadonte y dgregor 3 ó 4 ml de 

solución de sulfttto de ;.--1nc de peso especifico t.160, romper 

el sedimento y agregar •ás solución hdsta 1 cm del borde del 

tubo. 
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6.-Cwntrifu;ar durante 4~ a 60 ••;undoa • 2300 rpm por espacio 

de uno o dos minutos. 

7.-Con un ••• bacteriológica recoger v•rias mu••tras de la 

pellcul• superficial y colocarl• en un portaobjetos limpio. 

Ah•dir una gota de colorante de yodo y agitar la pr•p~ración 

manualmente para ase;urar una tinci6n uniforme. 

s.-Colocar un cubreobjetos y observ•r al microscopio. 

DETERMINACION DEL PATRON ISOENZIMATICO EN CEPAS HUMANAS DE 

~~bL§t2l~t!~e OBTENIDAS EN EL MEDIO DE ROBINSON CON Y SIN 

SUPLEMENTOS. 

Determinar patrón isoenzimitico de 

electroforéticamente, id•ntificando •1 corrimiento da la enzim• 

fosfoglucomutasa CPGM>. 

PROCEDIMIENTO PARA OBTENER LOS LISADOS PARA EL CORRIMIENTO 

ELECTROFORETICO. 

la caracterizaciOn isoanzimAtica de las cepas de 

E~hl~~gl~tl~e, es necesario lisar el trofozo1to amibtano, para 

dejar libre a la isoenzima • identificar. Las amibas 

d•l subculttvo que alcanzan una cantidad 

quinientos mil o ••s trofozoltos por mililitro, colocarlas 

en un tubo de pl6sttco de forma cónica y centrifugar a 3SO XG 

durante 1~ minuto•. DeaRChar •l sobrenadant• y al sedimento 

adicionar la 

•ctdo caprdico 

Mezcla estabilizadora, constiturda por EDTA, 

y ditioeritritol mezclar vold .. nea i9ualea 

<todos anteriorment• pr•paredos a une concentración d• 20 .tt> 

la mezcla estabilizadora y •1 sobr•nadente san cangel•daa 
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D O 
durant• 24 hra., a O C. D•apu•s ae c•ntrifuga a 3000 XG a 4 C 

durant• 30 minutos y utilizar •1 aobr•nadant• obt•nldo, para 

llevar a cabo l~s determinaciones isoanztm•ticas. 

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO DE LOS LISADOS. 

1.-Marcilr la placa del gel para colocar l•• mu•stras, 

espaciadas entre st por 0.5 cm aproximad•m•nte, a 3 cm par 

debajo de la mitad de la placa. 

2.-Colocar las muestr~s, que son hilos impregnados del li&ado 

amibiano, en las marcas •nteriormente hechas. 

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

PREPARACION DE LAS CELDAS ELECTROFORETICAS. 

1.-La celda electroforética consta da 4 divi&ion•• a su ancho, 

de las cuales, las dos centrales son llenadas a la mitad con la 

solución amortiguadora de fosfatos·pH 7.0, y los das eMtremos 

con solución de trism•l•to pH 7.4 

2.-C~locar esponJ•s como puentes de con•xi6n, entr• la!I 

salucion•s de fosfatos y trtsmalata. 

3.-Calac~r el ~efrtgerant• dentro d• 1• caja electrafar•tica. 

4.-Acamadar 1• pl•ca d• gel con las muestras sobre el 

refrig•r•nt• y poner en contacto con la aoluciOn d• trtsmalato 

que est' en lo• extremos, por medio de esponjas humedecidas can 

la misma solucidn. 

~.-Conectar l•s cajas •l•ctrafar•ttcaa a una fuente de poder 

que ••it• SO miliamp~r•• por c•d• c•J• que •• utilice. 

6.-Cubrir con cristal•• 1• placa de gel. <Los crlstel•• no 

d•b•n tacar el gel.>. 
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7.-Tapar la caja electroforética. <El corr1m1ento eJectrofor•-

tico dura 3 hrs). 

En las placas pa.ra ld electroforesis de los 11sados, ldS 

muestrcti:. son corr.idas d 8 e, durc:i.nte :Z horc:i.s, 1:1 24(1 m'.I y 14c;1 

amperes pur celdc:1 eleclroforét1cc:1. 

REVELAnO E INTERPRElAC!DN IJEL PATRON ISOENZIMATICO DE: LA ENZIMA 

FDsroGLUCOMUTASA CPGM>. 

Me~clar los reactivos de ld siguiente furmd y en e~te estricto 

1.-Tomat· 7 ml de solución tr1zmc1 HCl, pH 9.o. 

::.-(1.: ml de solución de clorur11 di: mc1gnes1n l M. 

3.-0.1 mi de NADP. 

4.-1 ml de solución de glucos~ 1-fos+ctto C12.5 mg/ml> 

S.-ó.l ml de solución de glucosa-6-fus+ato-desh1drogenasa. tEl 

frasco reactivo, 1ndic:et le::• furmca de preparac1c"•n). 

6. -1 ml de nl tr-oa;::ul de tetr-dzol l um C5 mg/ml >. 

7.-1 ml de 5Ultdto de fenc:1:1nci Cl mg/ml). 

8.-10 ml de agar a.l l.2X. Licudr ld altcuot~ de 10 ml e11 bdno. 

ma1-:ta y agr-egar a la me:clci revelddnrc:1 a ur1c:l temperatura de 4(1-

45 c. 

OespLi.~s: de transcurridas :::; hrs de corrimiento, me:clar los 

reactivos para el revelado de la en~1ma fosfoglucomutdsa <PGM>, 
a 

vertirlos sobre ld placi:1. de gel e incub~r por 15 m1r1utos a 37 C 

Desarrollada 1 a reacci ñn, vi SUdl i;;:ar la enzima pur la 

presenci~ del formazán colorido. L~s bdndas obtenidas, son 

identificadas de acuerdo• la clasif'icación de S•rQeaunt. (61>. 
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3.4.-ANALISIS ESTADISTICO. 

L•• tabla& de r•sult•do• obt•nida• •• analizan ••t•dl•tic ... nt• 

por prob•bilidad. para comprobar la 1nd•p•nd•nc1• d• lo• 

ev•ntos. •si tambt•n es demostrado que •l •u••tr•o •• correcto 

para la evaluación de los resultados. 

2 
La X se utiliza para probar hipótesis en donde los datos 

d1sponibles para el análisis ast4n en la forma de ~recuencias. 

El valor de significanc1a que se toma es del 95~. 



CAPITULO IV 



RESULTADOS Y DISCUSIONES 

4.1.-RESULTADOS. 

En l• FIGURA 1, se mu•str•n los result•das obtenido•• al 

utilizar l• cepa HPM-1 dR E~blatel~tlGA , donde se observó que 

la adición de los auplementos •1 medio de Robinson, no 

incrementó en forma importante el crecimiento amibi•no, exc•pto 

cuando se utilizó el compuesto comercial de tioglicol•to y el 

suplemento de tioglicol~to por separado, comparativamente •1 

medio de Robinson. 

Utilizando la cepa HPM-3 de §~ hil~2!~ti~!• se obti•n•n los 

resultados que se muestran en la figura 2, donde •• observa que 

no hubo crecimiento al suplementar cist•fn• y sulfito d• sodio 

después de 144 hrs de incubación. CEs decir, 3 rec•mbios de 48 

hrs. c.idd uno.) • 

Al cultiv~r la cepa HPM-23 de E~bl§tg!~t!G~ •n •l m•dio d• 

Robinson con y sin supl•mentos, •• observa un esqu-• de 

cultivo dife~ente, pues la adiciOn de tioQlicolato no 

incr•mentd en forma important•, el cr•clmi•nto amibiano. En 

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

flgUr• 3. 

En relación • los callbias marfol6Qicos de los trofozoltos 

cultivados en ••tos .. dios, •• observó un engro• .. i1tnto d• la 

membrana cuando •• supl ... ntd con tiaglicolato y comipuaato 

co•rclal. Esto - auestra .., las fiQuras 4 V S 

r••p•ctiva..,.te. 
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•n;ro•amt•nto no •• obaerv6 •n lo• trofozoltoa 

cultivados •n lo• m•dtos aupl•m•ntados con 

dtpot•sico y sulfito de sodio, aal como 

ci•t•lna1 fa•fato 

con •1 •edio d• 

Robinson1 pres•ntadoa por la• figuras 6, 7, 8 y 9. 

En la determinación de la poaitivtdad para EL bi1t2l~ti&•• al 

comparar •1 mwdio d• Robinson, y •1 m•todo coproparaaitoacdpico 

de Faust, •1 n~mero de heces positivas obtentdas, aa pr•a•ntan 

en la tabla I. El tratamiento est•dl&tico de éstos re&ultados, 

utiliz•ndo cuadros tetracdricoa, mostraron un valor de P<0.001. 

Los resultados de los cultivos positivos can ~~bl!t9l~t1S@t 

obtenidos al utiliz~r los medios d• Robinson y el supl•m•ntado 

con el compuesto comercial de tioglicolato, 

tabld II. Al evalu~rlos estadtsticamente, 

probabilidad fuot de< 0.001. 

El estudio cllnico de los pacient•• 

se muestran en la 

el valor de 

con t.r•stornos 

digestivos, mostró que las edad•• de ••tos fluctuaron entre 15 

y 6S ahos. En •llos se muestra quw la prevalencia de 

S~b!At9!~ti~~' determinada por los tr•• m6todos •• relacionó 

con l~ edad y el sexo, •n donde •l valor m•s alto, se •ncu•ntra 

en los p•cientes de 2S d 44 anos y en el ••xo f•••nino, co•o 

puede observ&rse en l• tabla JIJ. 

En relación a la pr••enci• de slntomaa •n los paci•ntea, la 

tabla IV, muestra pr•do•inio del dolor abdominal y diarr••I no 

s• pr•••ntaron diferencia• estadfstica• entre lo• tres _.todo• 

e11pleado•. EstQ indicd un carr9Cto muestreo para la evaluacidn 
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d• los r••ultados, pu••to que loa tr•• .. todas, pr•aentaran 

1nc1d•ncia ••-Jant• en la sinta••tola;ra. De tial ••n•r• qu• 

•• pudo d•t•r•inar que •1 valar d• pr•v•l•ncia fu• de SB.66K ", 

cultiv•ndo •n •l ,..dio aupl•rnent•do con •1 CO"IJU•sto ca .. rctal 

de tioglicol•to y un valar de p•0.33. 

El corrimi•nto elect.rofor•tico de l• fosfoglu~omut••• en las 

trofo%oltos obtenidos de 100 cultivos con •1 ••dio d• Robinson 

y el suplementado con el compuesto comercial de tioglicolato se 

presenta en la tabl.s v. En ella, se apreci• que l• mayor 

frecuencia se encontró dentro del grupo isoenzim•tico con 

ambos procedimientos de cultivo. 

Cu~ndo éstas mismas cepas se cultivaron durante múltiples 

pases en ambos medios, s6lo 12 cep~s de ~~btlt2l~t1S9t 

continuaron conservando su patrdn electroforl&tico, d• zimod•mo 

I, como se muestra en la t.c1bla VJI. Las de1111As cambiaron • otF'o 

zimodemo. 
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FIGURA 4 

Trofozoltos de ••ibas cultivadas en el medio de Robinson 

suplementado con el co.pue&to comercial de tioc¡¡licolato. 

Tinción tricró•ica de Go•ori de trofozolto• de amibas • las 48 

hrs de cultivo. 
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FIGURA l5 

1'rofozottas de amibas, cultivadas con •1 supl• .. nto d• 

tioglicolato. Tinci6n tricr6mica d• Gomorl d• trofozottos d• 

amibas • las 48 hr• d• cultivo. 



FIGURA 6 

Trof ozoltoa de Amibas cultivad•• con •1 aupl ... nto d• L

ctstelna. Tinci6n tricr6•ic• d• Go•ori de trofozoltos de ••ib~• 

a las 48 hra de cultivo. 



FIGURA 7 

Amibas cultivadas •n •l m•dio •uple,..ntado con fosfato 

dipotásico. Tinción tricrOmica de Gomori de trofazoltoa de 

amibas a l•s 40 hra. de cultivo. 



FIGURA B 

Amibas cultivadas en •l m•d10 suplem•nt•do con •ulfito de 

sodio. Tinción tricr6mica de Gomori de trofo~oltos de •mib•B ~ 

las 48 hrs de cultivo. 
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FIGURA 9 

Amibas cultivadas en el medio de Robinson. Tinción tricrómica 

de Gomari de trofozoltos de •mibas • las 48 hr• de cultivo. 
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TABLA I 

Comparación entre la d•l .. todo 

coproparasitoscópico y el m•dio d• Robinson a las 48 hra. 

+-----------------------------------------+: 
1 1 
1 l'IETDDD COPROPARAS lTDSCDP 1 CD 1 I 

+---------------+-------------+-------------+-------------+1 
ll'IEDIO DE 1 POSITIVO 1 NEGATIVO 1 TDTALll 

:RostNSON ;---~--;---;.--;---~--;---;.--;---~--~---~--;¡ 
+---------------+------+------+------+------+------+------· 

1:::~:~~: _______ 1 ___ ::_1~:~::_1 __ ~~:_1::~=~-l--~::_1::~::_]·· 
INEGATIVD 1 29 1 7.18 1 205 ISO. 74 1 234 157.92 1 
1 1 1 1 1 1 1 1 
+---------------+------+------+------+------+------+------
1 TOTAL 1 e:s 120.5s 1 :s21 179.45 1 4C•• 1 100 •I 
~;;~;~---------+------+------+------+------+------+------~ 

P<0.001 
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TABLA 1I 

Comp•raciOn entre la po•itividad d• lo• m•dio• de Robln•on Y •1 

suplementado con el compuesto coMerciel de tioQlicolato. 

+---------------+-----------------------------------------+ 
!MEDIO 1 MEDIO DE ROBINSON 1 
1 +-------------+-------------+-------------+ 
!COMERCIAL DE !POSITIVO !NEGATIVO !TOTAL 1 
1 +------+------+------+------+------+------+ 
ITIDGLICOLATO N f. N 11 N ll 
+---------------+------+------+------+------+------+------+ 
!POSITIVO 1 124 130.ól 1 113 127.97 1 2~7 142.oe I· 

!---------------!------~------~------~------~------~------!\ 
INEGATIVO 1 4é 111 .. :!9 1 121 129.95 1 1é7 157.92 'I 
1 1 1 1 1 1 1 1 
+---------------+------+------+------+------+------+------+. 
ITDTAL 1 170 ¡4:;:.oe 1 234 141.34 1 404 1 100 1' 
·---------------+------+------+------+------+------+------+; 
f.23.óó 
P<0.001 

- - --~ -, . 
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"' 

TABLA Ill 

Prevalencia de &Lbl1~2l~tl'I da acuerdo al seHo y edad, 

d•terminada por los cultivos positivos d•,Robinson y el 

suplementada con el compu•sto comercial d• tiaglicalato y 

el m•tado coprop•r•sitosc6pico. 

·------ - ----- - - - t - - - - -- - -·· -- - -·--- ----- - -- - -+ - - ------ - ----+ ------- ----- - .. - - -- ----- - - -----·-------------· 
1 EOl'\O 1 corno e+¡ 1 TOTAL IROBlNSON CH 1 TOTAL ITJOOLICOLATO HI 1 TOTAL 1 
·------ --- ------ .. - ---- - .. ----- -·--- - --+------·---- - -·------+--- - --+---- - _ .. - ------·--------+------·------• 
1 1 rtM 1 l"IASC 1 N 1 ~ 1 J"CM 1 MHSC 1 N 1 ~ 1 FE" 1 l"IA5C 1 N 1 !!; 1 
1 ·------ • ----- -+-- ----··------+- --- --·------·------·------+-- -----.. --------·------·------· 
1 1 1 ·-------------- -·------ ·------·------·------+--- --- .. ------ ·------·------+-------·--------·------·------· 
lt!--::4 1 11 1 7 1 1D 1 4.4b 1 :.:.t 1 14 1 44 110.EJ? 1 38 1 !ti 1 ~4 11::.::7 1 
+---------------·----··-+------+--- -- -+-. --- -+··- - ·--· -- --··-·------+- -· .. -·-- -- ---~ --------·-----·------+ 
1:::;-:;4 1 :e 1 ó 1 34 1 B.4::: 1 :;9 1 n t So 1 1:. 7 1 45 1 ::; 1 70 1 1;-.:; 1 

·---------------+----- -·------·------·-----.. +--. -· +- . -· - . +. -----+------+-------·--------·------· ------t 
1::5-44 1 15 1 4 1 19 1 4.7 1 :D 1 11 1 :;:;- 1 q.1 1 32 1 19 1 51 1 1:.6 1 

·---------------·- -- ---+------ .. ----- -· ---- --·------·-- --- -·------·------+-------· -------·----·-·------· 
145-54 1 5 1 1 1 b 1 1.49 1 7 1 1 1 D 1 t.9B 1 17 1 ó 1 ::::. 1 5.b9 1 
·---------------·------· ------·------· ------·------·------.. ------· ------·-------· --------+------·------· 
155-b4 1 : 1 :: 1 5 1 1.:4 1 10 1 b 1 tt> 1 ::.9b 1 1q 1 11 1 ::o 1 7.4:; 1 
+---------------·------·----- -·------·-----·-- -. --·. ---- -+------·--- --- ·- ------· -.-------·------ ·------· 
lb5-ttAS 1 1•1 01 110.::;1 41 :1 711.1:1 bl :;1 91::.:::;1 
+ --.!------------·-- -- .. +-- -- - ··t --- --- • - ----- +-- -- -- ·- ··-- --·------·------ ·-------·--------·------·------· 
!TOTALES 1 .!o: 1 :e 1 a: 1:0.55 1 ua 1 :;:: 1 170 14::.ua 1 t:i7 1 BO 1 ::7 159.66 1 
·--------------·------·-----. ·------·------. ------t ------·------·------·-------·--------·------ .. ------· 



... ... 

TABLA IV 

Relación entre l• pr•••ncl• d• slntom•s y posltivld•d p•r• 

E~hl•1a!~!i~I por •1 m•todo coprop•r•sitoscópico y los 

medios de Roblnson y •I supl•m•ntado con •l compu•sto 

com•rclal d• ttoglicolato. 

I •-•· . •• • ------- ·---- •• ------- t------·-• ----+-----------•-+----------------+•• ·-•••• ••••-• 
rnaemt.oN (+I IRD81NSml c-1 ITIOGLICO ¡+) ITJOGl.ICO C-> rcorRO (+J JCOF'RD (-J 1 

·---------------' --- ---• _;,. ----· ------· ------+------+--- ---+ ------·------·--- ----+ - - ------·------·------ .. 
IDJAGPIOSTJCO 1 N 1 X 1 ~I 1 Y. 1 N 1 :4 1 N 1 ~ 1 ~ 1 Y. 1 N 1 lt 1 
·---------------·--··-- -.. ----. -· ------+------·----· -· ------·------·------·-------·--------·------·------· 
IDOLOR ABDOl'IHIALI 1=:i 17:.5: 1 l4B 15::.:::; 1 171 1n.1:; 1 a:: 1 49.1 1 ~= l 6:.et. 1 174 1!14.0J 1 +---------------. ------1 ------·------·-- ·- ··-· ------·-- ---. ·------·------·-------·--------·------·------· 
IDIARr:EA 1 ;:;e 1::::::.:~ 1 !.'l 1:::5.:::1 1 5b 1;::.t.~ 1 41 1:::4.55 1 19 1 :::1.6'l 1 93 1:5.b::: 1 
·------------- - .• ·---- ··- + ------+ -- • --- ·- - -- - -+ ---- --· - -----·------·------· -------· --------· .. -----·------
1 l'IOCO 1 10 1 5.SB 1 :o 1 a.:;:; 1 17 1 7.17 1 04: 1 9.:iD 1 a l 9.t.4 1 :;:i 1 b.48 1 ·---------------.. ------·------. ------+------·------ .. ------ ,. ------+------·-------+--------·------------... 
ISó'll'llJRE 1 D 1 4.71 1 ::a !U.97 1 17 1 7 0 17 1 ::o 111.96 1 7 1 B.4~ 1 l!!S 1 4 • .&:. 1 ·---------------·------·--- ___ ., --- ---· ------ ·------ ·------·------·------·-------· -------·------· ------· 
!TOTALES 1 170 14:::.oa 1 ::::4 157.?;: 1 :::1 150.bb 1 le.7 141.::4 1 e:: 1 :0.54 1 ::::-1 179.45 1 
·---------------·------·----·· -·- -· ---·-- ----·- -··--- t--- ---·------+------·-------·--------·------·------+ 
TOTAL DE t'IUE<iTRllS•40'1 
P•o.::::: 



TABLA V 

Frecuencia d• p•tron•• i•o•nzim&ticos d• las c•p•• aisladas de 

heces humanas y aubcultiv•d•• •n loa m•dioa d• Rabinaon V •1 

suplementado con el compU•sto comercial de tio~licolato. 

+---------------+---------------------------+ 
1 IF R E e u E N e I A 5 1 
+---------------+-------------+-------------+ 
IZIMOVEMOS ITIOGLICOLATO IROBINSON 1 

+---------------+-------------+-------------+ 
1 I 1 61 1 74 1 
+---------------+-------------+-------------+ 
1 Il 1 5 1 o 1 

+---------------+-------------+-------------+ 
1111 1 32 1 13 1 

+---------------+-------------+-------------+ 
IIV 1 2 1 3 1 
+---------------+-------------+-------------+ 
IE. col i 1 O 1 5 1 
+======---------+-------------+-------------+ 
IE.hartmani 1 O 1 5 1 

+--------- ---+-------------+-------------+ 
1 TOTAL 1 100 1 100 1 

+---------------+-------------+-------------+ 
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TABLA 111 

Rel•ción entre los zimodemos obtenidos por la determinación d•l 

patrón isoenzimático para la fosfoglucomutasa en 34 cultivos 

positivos con los medios de Robinson y el suplementado con el 

compuesto comercial. 

+---------------+---------------------------+ 
1 IF R E C: U E N C: l A S 1 

+---------------+-------------~-------------+ 
IZlMDDEMOS ITIDGLlC:OLATO IRDBlNSON 1 

+---------------+-------------+-------------+ 
11 1 18 1 14 1 
+---------------+-------------+-------------+ 
111 1 2 1 2 1 
+---------------+-------------+-------------+ 
1111 1 12 1 8 1 
+---------------+-------------+-------------+ 
1111 1 2 1 s 1 
+---------------+-------------+-------------+ 
IE.c:oli 1 O 1 3 1 
·======---------+-------------+-------------+ 
IE.hartmani 1 O 1 2 1 

+---------------+-------------+-------------+ 
ITOTAL 1 34 1 34 
+---------------+-------------+-------------+ 
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TABLA \/U 

N~mero de cepas de s~ bi!tel~ti~! y de •mibes comensal•• que 

no cambiaron su patrón 1soenzimJtico, al subculttverlas •n lo• 

medios de Robinson y el suplement•do con el compuesto comerci•l 

de tioglicolato. 

+---------------+--------------------+ 
IZIMDDEMDS INUMERO DE CEPAS 1 
1 1 llUE COINCIDEN 1 

+---------------+--------------------+ 
1 
+---------------+--------------------+ 
1 I 1 12 1 

+---------------+--------------------· 
1 1 1 
+---------------+--------------------+ 
1 II 1 . 1 

+---------------+--------------------+ 
1 1 1 

+---------------+--------------------+ 
1 III 1 2 1 

+---------------+--------------------+ 
1 1 1 
+---------------+--------------------i 
1 Ill 1 1 1 

+---------------+--------------------+ 
1 1 1 

+---------------+--------------------+ 
!TOTAL 1 16 1 

·~--------------+--------------------+ 
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4.2.-DISCUSION. 

Se ha propuesto que el tioglicolato adicion•do cultivos 

axénicos de s~ht~~Ql~~lsª' produce una di5minucidn de la 

movilidad y reproducción de los trofozoltos. La explicación que 

se 

se 

da a éste efecto, 

relaciona con 

supone una alteración en la membran• que 

el deficiente aporte de glucosa, 

favoreciéndose el enquistam1ento. (5ó) 

Sin embargo, ésta sustancia o.dici onada cultivos 

monoxénicos, dió un resultado diferente, con crecimiento 

inicial muy importante, el cual fué reflejado por el nt!tmer:o de 

trofozoltos obtenidos con las tres cepas estudiadas. 

Los resultados obtenidos dieron la impresión de que el 

fenómeno dependió de la cepa utilizada, debido a 

S~hi§~Ql~1iSª HPM-1, el crecimiento fué mucho más 

que con 

importante 

con los medio suplementados con tioglicolato y con el compuesto 

comercial de tioglicolato, comparativamente con las otras 

sustoncias utilizadas, pudiéndose observar que la L-cisteina 

por si sola, no influye de manera importante en el crecimiento 

de éstos trofozoitos, dSI como el fosfato dipot&sico y el 

sulfito de sodio. 

Sin embargo, la cepa HPM-3 se comportó en form• similar a 1~ 

anterior, cuando el medio de Rob1nson fué suplament•do con 

tioglicolato y •1 compuesto comercial. 

Se observaron diferencias •n •1 co•portamiento de los 

trofozoltos de ~~hl§~2l~t~E@ HPH-3 y tF"-23, con r••p•cto a 1• 
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cepil HPM-1 puesto que •1 crecimiento con •l medio 

•uplementado con t1oglicol•to, fu6 bajo y con •1 m•dio 

suplementado con el compuesto comercial de tioglicolato, fué 

alto. Más aún, cuando se suplementó con cisterna, el 

crecimiento fué 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 g~bi§~2!~ti~~, 

haciendo suponer que éste compuesto, puede utilizarse p~r~ 

suplementar el medio de Robi nson v asf obtener resul tadCls má~ 

eficaces que ayuden a un d1agnóst1cn más p~ec:iso. 

La explicac1c'l11 qLte se infiere es quei éstns, desrués de un 

rápido crec1 mt ent o, ten di P.ron enoui starse como 1 o han 

sugeridn otl'"'os outnres (37), de tc:&l m.:.ner.:t., que ésto se reflejó 

en el engrosamiento de ld. membrand 1 suponiendo en ellos un 

cambio m~tabOlico para iniciar una etapa de resistencia. 

De acuerdo a los presentes result~dos, la eficiencia del 

medio de Robinson, comparativamente con el 

coproparasitoscOpico, se demostró por el número de heces 

positivas (83 contra 170> considerando que se hizo una s6la 

toma y que los quistes pueden excretarse en cantidades p•queft•s 

intermitentemente, por lo que al analizar und sdla muestrc1 por 

el método coproparasitoscdpico, en el mejor de los casos, Bdlo 

se puede identificar del 20 dl 40% de los p•ci•ntes que estan 

infectados. (36) 

Los resultados del cultivo, 
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iACuerdo lo expresado ~nteriorm•nte, pues el método de 

Robinson, incrementó su positividad • 170 cultivos, es decir 87 

resultados positivos m.ts de los obtenidos con el 

coproparasitoscópico. 

Se observa que resultados superiores, ofreció el cultivo de 

Rob1nso11 supl ementddo con el compuesto comercid.l de 

tioglicaloto, ya que con éste último, se obtuvo un total de 237 

cultivos positivos, de tdl forma que se incrementaron b7 

muestras más positivas de las dnteriores. 

Esto no fué sorprendente, debido a que éste es el grupo en 

donde se ha reportado la taza más dlta de morbilidad en 

amibiasis. (55> 

Los resultados que indican si la composición del medio de 

cultivo influyó modificd.ndo el zimodemo de la cepa y al mismo 

tiempo, el corrimiento electroforético 1 se presenta en la tabla 

VI. En ella se observa que 34 cepas de amibas (que se 

encuentra11 contempladas dentro de lds 100 cultivos anteriores> 

cultivadas simultáneamente en los dos medios de cultivo, los 

cambios en el corrimiento electroforético sólo se presentaron 

en algunas cepds de S.!.t!!.~t.2.!.~t.!.~!!, 

comensal es. 

ast: como en amibas 

Estos resultados, mostraron que la composici6n de los medios 

de cultivo st influye en formd importante con al;unas cep•s ~e 

puesto que se observaron cambios en los 

corrimientos de la fosfoglucomut•sa. 

~o 



CAPITULO V 



CONCLUSIONES. 

El numero de trofozortos obtenidos en los medios de Robinson 

con y sin suplementas, fué diferente can l•s tr•s cep•s de 

amibas. 

1.-El medio de cultivo de Robinson suplementado con el 

compuesto comercial de tioglicolato, aumentó el crecimiento de 

los trofozortos de E~b~5tQL~ti~ª' comparativamente con el medio 

de Robinson y las demás sustancias que se suplementaron. 

2.-El incremento de los trofozoltos en los cultivos, dependió 

de la cepa de S~U~~t2!~tL~2 utilizada. 

3.-Se observaron cambios morfológicas en lo membrana de los 

tro~ozoitos, probablemente de tipo metabólico. 

4.-En 404 pacientes can trastornos digestivos, el dnáliS1s 

coproparasitoscópico, fué positivo pard s~oiat2!~ti~~ en 83, 

con el cultivo de Robinson, 170 y coll el suplementado con el 

compuesto comercial de tioglicolato 

mayor eficiencia en el último método. 

237, demostrándose una 

5.-La mayorla de los pacientes parasitados con ~Lhi~tR~~tib~, 

fueron de sexo ~emenino, con edddes entre 25 y 44 •~os, 

predominando el dolor abdomin1'1 y la dia.rrecl.· 

6.-El patrón electroforético para la fcsfoglucomutasa m~s 

frecuente, fué el grupo isoenzim~tico l. Sin emb•rgo, sólo 12 

cep~& de 34, conservaron su zimodemo I, los demás cambiarpn 

despues de m~ltipl•s subculttvos. 

En •st• trabajo, se present• un medio de cultivo r•ptdo 

5( 
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