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INTRODUCCION 

El estudio de las isoenzimas presentes en trofozoi tos de J..!:!.!!.

~ histolytica, aislados en varios países del mundo, ha dado cg 

mo resultado la caracterizaci6n de más de veinte patrones isoenzi

mAticos de].. histotytica (12,27). 

Estos patrones isoenzimáticos han sido clasificados en dos e~ 

tegorías: patógenos y no patógenos, los no patógenos que son la m~ 

yoría de los casos, han sido aislados.de portadores asintomáticos

con serología negativa: los patógenos corresponden a individuos de 

casos bien definidos de amibiasis invasora (disentería amibiana o 

absceso hepático), caracterizados por la presencia de corrimiento

electroforético heta para la fosfoglucomutasa (PGM) y corrimiento

rápido para la enzima hexoquinasa (HK) (35,36,37). 

Reportándose también que los patrones isoenzimáticos de las -

cepas no sufren cambios tanto en pat6genos como en no patógenos, -

cuando se cultivan en presencia de bacterias en el medio de Robin-

son (23,32). 

Establecido lo anterior y con base en un estudio previo reali 

zado por el grupo del Dr. Onofre Muñoz, en el municipio de Cadere~ 

ta, ouerétaro, en la zona Centro Occidental de la República Mexic~ 

na, en el presente trabajo de tesis se seleccionó un total ae 104 

individuos con antecedentes de portador asintomático de E· h...!.§!2-

lytica para realizar un estudio de seguimiento en portadores con -

duración promedio de 9 meses, planteándose el siguiente objetivo: 

Determinar por el méto~o de Sargeaunt, si existen cambios en cuan

to al comportamiento electroforético de las cepas aisladas de los 



portadores antes mencionados, los cuales no recihieron tratamiento 

antiamibiano a lo largo ñel estudio. 

De ser así, los portadores ñe ~· histolytica, podrán presen-

tar cepas con patrones isoenzimáticos diferentes a los encontrados 

al inicio del estudio, lo que nos indicaría posibl~mente, que las

cepas cambian de patrón electroforético como respuesta a camhios -

en el microambiente del intestino de las personas infectadas con -

el parásito, o bien, como estrategia de evasión de la respuesta in 

mune rlel huésped. 



INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA 

2.1.- ANTECEDENTES HISTORICOS. 

El mérito de haber descu~ierto a Entamoeba histolytica corre~ 

pande a LÜsch (3,17,18) en 1875, en San Peteshurgo, Rusia, al en-

centrar trofozoitos del parásito en materia fecal rle un enfermo de 

disentería, pero sin lograr definir la relación entre amiba y col! 

tis aguda. Afias después Kartulis, (El Cairo, 1886): Hlava (Praga,-

1887); y Le Fleur (Baltimore,1891); dieron a conocer pruehas clín! 

cas y anatomopatológicas de que la ami~a era causa de rlisentería

y absceso hepático (3,4). 

Posteriormente, en 1893 Quincke y Ross confirmaron la existen 

cia de más de una especie de amihas parásitas del intestino humano 

y descubren el ciclo biológico de la amiba con la transformación -

de sus trofozoitos a quistes, los cuales eran la fcirma infectante-

( 18). 

Schaudinn, en 1903 establece los detalles estructurales de 

dos especies de amibas encontradas en el hombre: a la patógena la

nom~ró Entamoeba histolvtica y Entamoeba coli a la especie.no patQ 

gena. En 1913, Walker y Sellars confirman el poder patógeno de la

primera y la inocuidad de la segunda (18). 

Cuttler, en 19\8, Boeck y Drohhlav, en 192fi, logran cultivar-

1.n. ~a Entamoeba histolytica en condiciones mixtas (2,4). 

Jacobs, en \947, Shaffer y cols., en 1948 y Rohinson en 1968, 

cultivaron el parásito en condiciones monoxénicas (16,30,42). 

Diamond logró establecer una metodología para el cultivo axé

nico de g. histolytica con lo cual se inició una nueva etapa en los 



estudios morfológicos, fisiológicos, inmunológicos y bioquímicos -

del parásito (7,8,9). 

2.2.- EPIDEMIOLOGIA. 

El agente etiológico de la amibiasis es Entamoeba histolytica 

protozoario que pertenece al Reino Animalia, Phylum Protozoa, Sub-

phylurn Sarcomastigophora, Superclase Sarco~ina, Clase Rhizoooriea,

subctase Lobosia, Orden Amoehida, Familia Endamoehidae, Género .E!!-

tamoeba, Especie histolytica {lt). 

La amibiasis es una enfermedad infecciosa endémica que es 

transmitida de persona a persona, y que existe prácticamente en tQ 

dos los paises del mundo. Es más frecuente en los trópicos y zonas 

subtropicales, que en las zonas frías: tamhién se encuentra suma--

mente elevada ~n poblaciones ca rentes de higiene ( 11 , 2 8}. 

MP.xico es desafortunadamente, uno de los paises afecta.dos por 

la amihiasis invasora (ll,40,41), donde encuestas serolÓgicas (14, 

l,} inñican que ésta se extiende a todo el pa{s; sin ~istinción ~e 

clima y con una prevalencia qlohal de 15.9% (10,13,14,15,4~). 

Con excepción ~e Entamoeba histolytica capaz de catonizar nl 

intestino grueso de un gran°porcentaje de la población munñial e -

invadir la mucosa intestinal, ninguna de las otras especies de ami 

has (16) tiene la capacidad de producir lesiones en et int~stino -

ni mucho menos invadir tejidos extraintestinales (1,3,37). 

2.3.- MORFOLOGIA Y CICLO VITAL. 

Entamoeba histolytica pasa por tas siquientes fases en su ci-

clo vital: trofozoito, prequiste,quiste y metaquiste (fiqura 1) ,-

( 3. 19, 41). 
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a). Trofozaito.- Forma móvil o VP.getativa ~el parásita, se le 

encuentra en materia fecal l{quida o semil{quiOa y en las tejidos

extraintestinales; tiene dimensiones varlahles que fluctúan entre-

10 y 60 micrómetros de diámetro, según ~l grada de activida~ y la 

cepa del organismo. Es altamente dinámico y pteomórfico, su movi-

miento es por medio de pseudópodos hialinos y digitiformes. Las v~ 

rlaciones en el pH, osmolaridad y potencial redax, pueden alte--

rar la forma y movilidad de éste parásita. El ectoplasma es hiali

no y transparente, el endosoma es granuloso con aspecto de vldrio

mol ido. Cuando tas preparaciones se tiñen con hematoxilina férrica 

tricrómico de Gomori o con cualquier otro colorante emplearte común 

m011te para protozoarios se ohservan claramente tas inclusiones ci

toplasmátlcas como el núcleo redondo y vesiculosa que mide entre ~ 

y 7 micrómetros de diámetro, ta cromatina nuclear en forma rte grá

nulos finos y rtistrihuidos uniformemente en la periferia del nú-

cteo, un enrtosoma central constituido por cromatina nuclear. Posee 

organelos tates como: retículo endoplásmico, rihosomas y complejo

de Golgi. Carecen de mitacondrias, se llegan a observar vacuolas -

digestivas con eritrocitos, hacterias, restos celulares y otras e~ 

tructuras ultramicroscópicas que en conjunto te dan apariencia gr~ 

nutar. Los trofozoitos se reproducen por división hinaria y se en

quistan durante su fase comensal. 

h). Prequiste.- Es et estadio intermedio entre et trofozoito

y el quiste. Es inmóvil, su mecanismo de formación aún se descono

ce, se localiza en et intP.stino grueso, es redondeado y presenta -

tln solo núcleo con las características morfot6gicas ~escritas an-

tas, presenta tamhién vacuolas d~gestivas y cuerpos cromatoi~es 
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con los bordes romos, se reviste de una doble memhrana exterior 

gruesa y refringente (ll). 

e). Quiste.- Forma infectante del parásito. Es inmóvil se eli 

mina con las heces de las inrlividuos infectarlos, es redondeado o -

ligeramente oval, mirle entre 5 y 20 micrómetros de diámetro, pre-

senta generalmente 4 núcleos con las mismas características morfo

lógicas ñescritas antes para el trofozoito, no tiene glucóqeno, -

los cuerpos cromatoides son poco visibles. Tanto el citoplasma co

mo el núcleo de los quistes muestran una organización estructural

muy similar a la descrita antes para los trofozoitos. Los quistes

de !· histolytica maduran par dos mitosis consecutivas ~el núcieo 

mediante las cuales se producen cuatro núcleos, cada uno de los -

cuales es la réplica en pequeño del núcleo original, al iniciarse

el enquistamiento. Durante este proceso de maduración se consume -

el glucógeno y las barras cromatoidales se hacen menos visihles o 

desaparecen por completo. Los quistes de !· histolytica son muy 

sensihles a la putrefacción, desecación y temperaturas entre 40 y

so0c (lt). 

d). Metaquiste.- Es la forma pequeña de la amiha, una vez que 

el quiste es ingerido, pasa por el estómago y penetra en el intes

tino delgado. El quiste no experimenta camhios aparentes, mientras 

se encuentra en lugares en donde la reacción del medio es ácida p~ 

ro tan pronto como el medio en que se encuentra es neutro o liger~ 

mente alcalino, entra en actividad. Esto, combinado posihlemente -

con la acci6n de los jugos gástricos debilita la pared del quiste, 

y permite que la amiba multinucleaña (metaquiste) se escurra ~acia 
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el exterior por una pequeña hendidura de la pared que la envuelve. 

De forma casi inmediata, el citoplasma se divide en tantas partes

como núcleos tiene, de tal manera que cada núcleo pasa a ser el 

centro de un pequefio trofozoito metaquístico. Así, del proceso de 

desenquistamiento resultan cuatro pequefias amibas. En condiciones

desfavorables para el desenquistamiento en el intestino delgado, -

los quistes se dejan arrastrar con la materia fecal hacia el inte~ 

tino grueso y después son evacuados en las heces sin haberse desen 

quistado (11). 

2.4.- PATOGENESIS. 

La forma habitual de contraer la infección con Entamoeha .h!.§

tolytica es mediante la ingestión de agua y alimentos contaminados 

con quistes, aunque la mayoría de los individuos infectados por e~ 

te parásito no desarrollan los síntomas clásicos de la amihiasis -

invasora, considerándose por tal motivo, portadores asintomáticos

(1,40,45). 

El trofozoito o forma móvil, generalmente vive como comensal

en la luz del intestino grueso, donde se multiplica y adopta la -

forma de resistencia que es el quiste, el cual es el responsable -

de la transmisión de la infección (11). 

Clínicamente, la amibiasis intestinal se clasifica como benig 

na y grave; en la primera, el paciente presenta evacuaciones muco

sanguinolentas, pujo y dolor abdominal, designándose como disente

ría amibiana; la forma grave recibe el nomhre de rectocolitis ulc~ 

rosa, amehoma de colon y colitis fulminante entre otros (4). 

La amibiasis extraintestinal afecta preferentemente al hígado 

y con menor frecuencia al pulmón, espacio pericárdico y solo ocas! 
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onalmente al cerehro (40,41). 

D l U ••Ull1 •~·O• 
..... , .. 11 .. 0 

ChU'D 
(})a..1111 

~7:::.3:~'~~\t foO• l ....... to 

~~.::.:~:··:::: .. = 
a. .. ~·,~·.°..'.~~~~~. 

IO;:;l. ....... .. 

::,-.:: ... ©,~·:;'-;::::~~ 
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® ....... ,,. ' ..... . 

:.::::· .. ~~..:..:.?:: 
/ 
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' ............ .. ~ .......... _ . ... 

Figura l. Ciclo vital de Entamoeba histolytica (23). 
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2.5.- CLASIFICACION DE Entamoeba CON RASE EN'SUS ISOEN7.IMAS. 

En muchas ocasiones es casi imposible encontrar diferencias -

morfológicas significativas entre distintas especies agrupadas en 

el género Entamoeha e incluso entre los individuos que pertenecen

ª los distintos géneros de amibas. Debido a lo cual, en los Últi-

mos años se ha recurrido a otras características más complejas co

mo son: contenido de proteínas, contenido de ácidos nucléicos, y -

más específicamente el contenido isoenzimático entre otros: siendo 

esta Última característica la que ha ayudado a diferenciar !n. ~ 

los distintos géneros y especies de amibas. Los principios genera

les que involucran al análisis isoenzimático del género Entamoeba, 

específicamente Entamoeba histolytica, es precisamente objeto prin 

cipal en el presente trabajo de tesis. 

El análisis isoenzimático surgió del estudio de patrones ele~ 

troforéticos isoenzimáticos en lisados de diferentes cepas de !• -

histolytica, usados primeramente para distinguir a ésta de otras -

especies de amibas (Reeves y Bischof, 1968). Tiene como hase el e~ 

quema electroforético que presenta cuatro enzimas: la glucosa-fo~ 

fato-isomerasa (GPI), la fosfoglucomutasa (PGM), la L-malato-oxidQ 

rreductasa (EM) y la hexoquinasa (HK), (29). 

Posteriormente esta metodología la aplicaron Sargeaunt y Wi-

lliams en geles horizontales, anteriormente Reeves y Rischoff em-

plearon electroforesis en acetato de celulosa. El objetivo de Sar

geaunt era determinar las diferencias fenotípicas entre amibas pa

t6genas y no pat6genas (35,36). 

Hasta 1980, sargeaunt et.al., sólo utilizaban tres enzimas: -

enzima málica, glucosa-fosfato-isomerasa y fosfoglucomutasa, lo--
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grande distinguir cuatro patrones de isoenzimas de ~· histolytica

pero fué hasta que utilizaron una cuarta enzima, ta hexoquinasa, -

que se pudo observar con clariñad la relación entre cepas patÓgP.-

nas y no patógenas de acuerdo al patrón isoenzimático (3,,36). 

Los resultados obtenidos por ét y sus colahorañores pueden r~ 

sumirse como sigue: 

a). Todas las especies de amihas parásitas del intestino Oel

hombre pueden ser diferenciadas por sus patrones isoenzimáticos. 

b). Se han descrito un total de 11 ~atrones isoenzimáticos 

distintos para ~· histolytica en las diversas áreas rtel mundo que

padecen la enfermedad (figura 2). 

c). Las amibas cultivadas a partir de muestras ohtenidas de -

casos bien definidos de amihiasis invasora (disentería amihiana o 

absceso hepático) se agrupan en nueve patrones diferentes de isoen 

zimas caracterizados por la presencia de ~andas específicas en ta 

enzima hexoquinasa en todos los patrones excepto en el xrrr. 

d). Todos los patrones restantes fueron encontrados en amibas 

aisladas de posibles portadores. 

, Recientemente, Mathews y cols. (1983) desarrollaron una técni 

ca de electroforesis en geles continuos horizontales de potiacri

lamida, donde obtuvieron resultados similares en la resolución ~e 

las bandas isoenzimáticas ñe los lisados amihianos. 

Actualmente las diferencias entre cepas patógenas y no patóg~ 

nas de ~· histolytica se han ampliado con el análisis rle estos pa

trones isoenzimáticos, los cuales muestran diferencias en algunas

enzimas, basadas en la carga, la configuraci6n y el peso molecular 

de las prote{nas. Las enzimas estudiadas participan en la vía ~li-
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colítica del parásito: pero no parecen tener un papel definido en 

la virulencia, permitiendo diferenciar a una pohlación ñe amibas -

de pohlaclones similares por sus movilidades electroforéticas en -

una o más isoenzimas específicas para tratar de clasificar <liferen 

tes especies de Entamoeba (22). 

··j _ -----o,;q." 

---. -----. -- ---• -·. ---. ·--- --
--~----~------------

- - - -
'º" ~ - --

Or11•n :~ - -- -- -- ------~ • -~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ 

- ~ ~ ; ; ¡¡; ~ . ; : ¡¡ = = . . " " . 
Figura 2. Patrones isoenzimático~ identificados para Entamoeba his

tolytica, usando Glucosa-fosfato-isomerasa (GPI), EC.,.3. 

1.9., Enzima ~álica (ME), EC.t.t.l.4.0., Fosfoglucomuta-

sa (PGM), EC.2.7.5.t. y llexoqu.\nasa (llK), EC.7.7.t.1., -

establecidos por Sargeaunt y cols. (27). 
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2.6.- METODOS DE DIAGNOSTICO. 

El diagn6stico etiológico de la infección por Eritamoeha histo 

lytica, se hasa en encontrar los organismos característicos en las 

heces. Dentro de los métodos más importantes se incluyen los si-

guientes: a) examen en fresco, b) coproparasitoscóptco, e) culti

vo y d) métodos indirectos. 

2.6.1.- Examen en fresco. 

Siempre que sea posi~le, dehen examinarse heces recién emiti

das y tibias, para la investigaci6n de trofozoitos que es la forma 

amiboide activa. Esto se logra haciendo una preparación sobre un -

portaobjetos con soluci6n salina fisiológica tibia y heces recién

emitidas, donde se buscará la presencia ~el trofozoito rle ~.histo

lytica. Este examen debe efectuarse con prontitud, debido a la fra 

gilidad de los trofozoitos al contacto con el medio ambiente (lt,-

33). 

Por otro lado, cabe mencionar que la apariencia de los trofo

zoitos en examen directo en fresco, varía ~e acuerdo a las caract~ 

rísticas de las heces en las cuales se encuentran: por ejemplo, en 

heces diarréicas con moco y sangre, su diámetro es de 20 a 40 miCl'!Í 

metros si son activamente móviles, aunque se llegan a ohservar en 

el citoplasma unos gránulos refringentes grandes, verdosos que co

rresponden a eritrocitos fagocitados. ºor el contrario, en casos -

de diarrea simple, los trofozoitos en su movimiento son activos y

en forma progresiva, pero no con la velocidad de los anteriores.En 

heces pastosas son aún más pequeños y menos activos. 

2.6.2.- Coproparasitosc6pico. 

Este examen es más específico para detectar los quistes de ~· 
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histolytica, ya que utiliza heces bien formadas que contienen a los 

mismos. Este examen presenta varias modalidades entre las cuales -

se mencionan las siguientes: 

i). Sedimentaci6n.- Consiste en dejar en reposo una muestra -

de heces homogeneizada con agua o solución salina isotónica para -

concentrar los quistes. Sin embargo, dehido a que se utilizan va-

rios reactivos y tubos cónicos, resulta poco económico el método. 

Las preparaciones quedan muy sucias porque con la sedimentación, ~ 

parte de concentrarse formas parasitarias se concentran otros mat~ 

ria les. 

ii). Centrifugación.- Este examen es bastante Útil para la con 

centración de quistes de protozoarios y huevos de helmintos. 

iii). Flotación.- Es un método que utiliza un medio líquido <le 

suspensión más pesado que los parásitos y éstos flotan tiacia la sy 

perficie pudiendo ser recogidos de la película superficial. Para -

que el método sea útil, hay que emplear un medio que no produzca -

deformaciones que hagan irreconoci~les los quistes. Sin embargo e~ 

te método por lo general emplea NaCl con un peso específico de 1.:?CD 

que provoca la contracción de los quistes, por lo que es más empl~ 

ado para la identificación de huevos de helmintos. 

iv). Flotación-Centrifugación.- Este método comhina los prin

cipios de la gravitación y la centrifugación. La técnica produce -

altas concentraciones de parásitos prácticamente libres de detri-

tus. La mayor o menor facilidad para concentrar los parásitos deJ!!!. 

de del medio de flotación empleado, as{ como de la especie de pará 

sito de que se trate. La modalidad más empleada de flotación-cen-

trifugación es la de sulfato de zinc. Esta técnica fué desarrolla-
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da para cubrir las necesidades del laboratorio clínico (11). 

Con ellos se logra una recuperaci6n de quistes de protozoarios 

y huevos de helmintos, presentes en las heces, y un estado ade-

cuado para su reconocimiento. Todos los parásitos, excepto aquella; 

huevos que son más pesados que el medio de flotaci6n son recupera

dos en altas concentraciones y en condici6n viable. La concentra-

ci6n óptima del sulfato de zinc, tiene un peso específico de t.180 

( 11). 

Los métodos de concentración, flotación y centrifugación para 

la obtención de quistes, suelen llegar a ser excelentes para el d1'!J. 

1 nóstico de infecciones leves que pueden pasar inadvertidas en el -

examen directo. 

2.6.3.- Cultivo. 

Una de las formas para cultivar a Entamoeba histolvtica es la 

técnica de Robinson en la cual se siembran muestras de materia fe

cal en frascos de cultivo con agar salino, medio BR, eritromicina, 

almidón e incubados a 37°C, con el objeto de obtener la propagaciái 

del parásito en su forma de trofozoito por medio de suhcultivos 

hasta obtener un alto número de ellos (27). 

Sin embargo, es claro que este método no es el ideal para el 

diagnóstico de rutina en el laboratorio clínico, debido a que es -

tardado además de complicado, y la fragilidad de las amibas y su ~ 

traordinaria sensibilidad a la mínima variación en los componentes 

del medio de cultivo, hacen aún más difícil su manipulaci6n. Sin -

embargo, hay estudios a gran escala, como el de Norman y Broa~ en 

1955 que informan de 391 resultados positivos de 878 cultivos y CQ 

rroborados por Robinson en 1968 (30). 
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2.6.4.- Métodos indirectos. 

Los métodos serolÓgicos se aplican principalmente en casos de 

amibiasis invasora para detectar y cuantificar los anticuerpos es

pecíficos circulantes. Los métodos indirectos positivos no necesa

riamente reflejan una infección presente, aunque lo contrario no -

descarta una infección. 

Los métodos serolÓgicos incluyen, entre los más importantes: 

hemaglutinación indirecta (HAI), análisis inmunoenzimático (ELtS~), 

inmunofluorescencia indirecta (IFI), contrainmunoelectroforesis (CTE}, 

aglutinaci6n de látex y fijaci6n de complemento (\3,\4,\5). 

2.7.- INDICES DE PATOGENICIDAD. 

Las diferencias entre ami~a comensal y amiba patógena, pueden 

radicar en dos actividades fundamentales: l) habilidad para penetrar 

el epitelio y 2) la capacidad para diseminarse en los tejidos y peg 

ducir lesi6n (40). 

Hasta la fecha se han descrito una serie de Indices de Patog~ 

nicidad aplicables a todas las cepas de li· histolytica que son los 

siguientes: 

2.7.1.- Formación de absceso. 

La inoculación de cepas patógenas de li· histolytica en el hí

gado de hamsters y otros roedores, produjo un gran número de ahsc~ 

sos; mientras que las cepas de amibas de portadores asintomáticos

son incapaces de producir lesión bajo las mismas circunstancias (8, 

9). 

2.7.2.- Aglutinación en presencia de concanavalina A. 

Las cepas patógenas, tienen "una alta susceptihilidad a agluti 

narse en presencia de concanavalina A, en tanto que las cepas no -
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patógenas son menos suscepti?les a la aglutinación inducida por 

concanavalina A (43,44). 

2.7.J.- ~dherencia. 

Las cepas patógenas de ~· histolytica presentan mayor capaci

dad de adherencia a células epiteliales. 

2.7.4.- Fagocitosis. 

Un estudio comparativo de f~gocitosis de eritrocitos ~umanos 

por amibas mostró que las cepas patógenas pueden digerir más célu

las rojas sanguíneas y más rápidamente que las cepas no patógenas

(25,26). 

2.7.5.- Resistencia al complemento. 

Las cepas patógenas presentan mayor resistencia a lisis 9or -

complemento (24). 

2.7.6.- Patrón isoenzimático. 

Estudio que ·trata de diferenciar .!!J. Yi..t..!:2 una cepa patógena -

de otra no patógena; a través del análisis electroforético ñe sus 

isoenzimas (JS,36). 
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PARTE EXPERIMENTAL 

3.1.- DISEÑO DEL EXPERIMENTO. 

POBLACION CON ALTA INCIDENCIA DE AMIBIASIS 
CADEREYTA, QUERETARO 

SELECCION DE 104 PERSONAS CON ANTECEDENTE 
DE PORTADOR ASINTOMATTCO 

DOS MUESTREOS: A Y B 
CON UN PROMEDIO DE 9. 5 MESES ENTRE IJNO Y OTRO 

MUESTREO A 
104 PERSONAS 

MUESTREO B 
LAS MISMAS 104 

PERSONAS 

COPROPARASITOSCOPICO 

COPROPARASITOSCOPICO 
NEGATIVO 

COPROPARASITOSCOPICO 
POSITIVO 

CULTIVO MONOXENICO DE ROBINSON 

CULTIVO EN FASE EXPONENCIAL 

LISADO AMIBIANO 

ELECTROFORESIS EN GELES DE Al,MIDON PARA 
DETE MINACION DEL PATRON ISOENZIMATICO 

COMPARACION DE PATRONES ELECTROFORETICOS DE A Y B 



3.2.- MATERIAL. 

3.2.1.- Material biol6gico. 

El material requerido fueron heces frescas no tratadas, de 104 

individuos que radican en el municipio de Cadereyta, Querétaro, en 

la zona Centro Occidental de la República Mexicana, que es la zona 

considerada como la de más alta incidencia de amibiasis en el país. 

Se registraron los casos de portadores asintomáticos de ~· ~ 

tolytica, fundamentalmente de área rural: de cada paciente se colec

taron los siguientes datos; edad, sexo, ocupación, escolaridad, ni 
mero de familiares y dormitorios en la vivienda, tipo de servicio 

de agua y eliminación de excretas, fecha en que se recolectó la -

muestra, datos clínicos, tratamiento médico y evolución final. 

3.2.2.- Material de laboratorio. 

Cultivo de Robinson: 

- Botellas de Robinson de 7 ml. 

- Incubadora. 

- Microscopio óptico. 

- Asa de platino. 

- Mechero Bunsen. 

Electroforesis en geles de almidón: 

- Matraces de bola de fondo plano de 500 ml. 

- Bomba de vacío. 

- Peine de acrílico. 

- Hilo crochet blanco # 20. 

- Placas de vidrio marginadas. 

- Cámaras de electroforesis. 

- Marco de acrílico. 
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3.2.3.- Reactivos. 

Método de concentración de Faust y cols. (Apéndice 8.1). · 

- Solución de sulfato de zinc, densidad 1.180. 

- Lugol parasitológico: solución concentrada. 

- Solución de trabajo. 

Cultivo monoxénico de Robinson (Apéndice 8.2). 

- Agar salino inclinado. 

- Eritromicina al 1%. 

- Biftalato de potasio. 

- Medio definido ºR" para crecimiento de Escherichia coli. 

- Medio amibiano basal "BR". 

- Suero bovino. 

- Medio completo "BRS" para crecimiento amibiano. 

- Bactopeptona al 20%. 

- Almidón de arroz. 

Electroforesis de isoenzimas (Apéndice 8.3). 

- Solución amortiguadora estabilizadora de isoenzimas con con 

centración 1 mM. 

- Solución salina estéril. 

- Amortiguador de fosfato con concentración 0.2 M, pH= 7.0. 

- Amortiguador Tris/NaOH-malato-EDTA-MgC1 2 con concentración 

0.1 M, pH= 7.4. 

- Amortiguador Tris/HCl con concentración 0.3 M, pH= 7.4. 

- Amortiguador Tris/HCl con concentración 0.3 M, pH= e.o. 

- Nicotinamida adenina dinucléotido (NADP) con concentración 

de 10 mg/ml. 

- Glucosa-6-fosfato (G-6-P) con concentración de 100 UI/ml. 
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- Malato de sodio con concentraci6n 1.0 H, pH= 7.0. 

- Fructosa-6-fosfato (F-6-P) con concentración de 10 mg/ml. 

- Glucosa con concentración de 400 mg/ml. 

- 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazo-

li~: azul de tiazolil (MTT) con concentraci6n de 5 mg/ml. 

- Metil sulfato de fenazina (PMS) con concentración de 1 mg/ml. 

3.3.- HETODOLOGIA. 

3.3.1.- Método de concentración de Faust y cols. 

a). En un recipiente de vidrio o polietileno de 50 ml aproxi

madamente, hacer una suspensión homogénea de 1 a 2 g. de materia -

fecal y 10 ml de agua. 

b). Pasar a través de gasa cortada en cuadros de 15 cm de la

do, colocada en un emhudo de 7.5 cm de diámetro y colectar la sus

pensión en un tubo de 13 por 100 mm, colocado previamente en una -

gradilla. 

e). Centrifugar los tubos as{ preparados a 2,000 r.p.m. duran 

te 1 minuto. 

d). Decantar el sobrenadante y resuspender el sedimento con -

agua, agitando con un aplicador de madera. 

e). Centrifugar nuevamente y volver a decantar el sohrenadante. 

f). Agregar de 2 a 3 ml de soluci6n de sulfato de zinc a los

tubos y homogeneizar perfectamente, llenar los tubos hasta 0.5 a 1 

cm por abajo de los bordes. 

g). Centrifugar a 2,000 r.p.m. durante 1 minuto. 

h). Con el asa de alambre limpia o flameada, recoger la mues

tra de la película superficial que se encuentra en el menisco, du

rante dos o tres ocasiones sucesivas y depositar en un portaobjeto 
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de 75 por 25 mm. 

i). Colocar dos gotas de lugol parasitológico y homogeneizar 

con el ángulo de un cubreobjeto de 22 por 22 mm y poner éste sobre 

la preparación. 

j). Llevar la preparación al microscopio y observar con obje

tivos de !OX y 40X. 

3.3.2.-Cultivo por el m~todo de Robinson. 

Tratar cada muestra biológica tanto positiva como negativa de 

acuerdo al método de cultivo monoxénico de Robinson, con el objeto

de aislar amibas de heces y obtener propagación de ~· histolytica -

en su forma de trofozoito. 

Tomar aproximadamente 50 mg de heces frescas no tratadas, co

locarlas en botellas de Robinson de 7 ml de capacidad las cuales -

contienen agar salino inclinado, aproximadamente 4 ml de medio "BR" 

2 a 4 gotas de eritromicina al 4% y 10 mg de almidón de arroz. 

Incubar a 37°C durante 24 hbras. Efectuar revisiones al microscg 

pio cada 24 horas tomando una pequeña cantidad del botón de la 

muestra, teñir con lugol. En el caso de encontrar trofozoitos en -

número igual o mayor a 10 por campo, retirar el sobrenadante y re

emplazar por un volumen igual de medio "BRS", dos gotas de bacto-

peptona, 2 a 4 gotas de eritromicina y almidón de arroz. 

Incubar a 37°C durante 48 horas y realizar subcultivos, tanto 

como lo requieran las condiciones de crecimiento. 

3.3.3.- Electroforesis de enzimas. 

3.3.3.!.- Lisado amibiano. 

Los cultivos en fase exponencial se procesan a fin de obtener 

un lisado de cada cepa en estudio, y poder así efectuar el corri-
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miento electroforético. 

a). Depositar en ~ubos cónicos graduados de 15 ml, el creci-

miento amibiano obtenido en medio de Robinson. 

b). Centrifugar a 35,000 r.p.m. durante 15 minutos a tempera

tura ambiente, eliminar el sohrenadante. 

c). Lavar la pastilla amibiana tres veces con soluci6n salina 

estéril y centrifugar a 35,000 r.p.m. durante 10 minutos a 20°C. 

d). Resuspender el paquete celular con un volumen igual de s2 

lución amortiguadora estabilizadora de isoenzimas, agitando vigor2 

samente. 

e). Congelar la suspensión amibiana a -70°C durante 12 horas, 

descongelar rápidamente la suspensión en bafio de agua a 37°c. 

f). Romper trofozoitos mediante congelación de la muestra en 

nitrógeno líquido, y descongelar nuevamente en baffo de agua a 37°C 

con agitación manual. Repetir el ciclo congelación-descongelaci6n

un mínimo de 4 veces. 

g). Centrifugar la suspensi6n a 30,000 r.p.m. durante 30 miny 

tos a 4°C y separar el sobrenadante (lisado). 

h). En un vaso de plástico con cuatrq compartimientos de pap:?l 

el cual contiene nitrógeno líquido, depositar gota a gota el sobrg 

nadante para formar las perlas del lisado. 

i). Depositar las perlas del lisado amihiano en tubos Eppen-

dorf respectivos y etiquetar. 

j). Colocar los tubos etiquetados en la caña, anotando lapo

sición y número de canastilla que ocupará dentro del tanque de ni

trógeno líquido en la siguiente forma: Posición A, tanque de nitr~ 

geno 1, caña 3, lisado HK 9, fecha. 
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3.3.3.2.- Electroforesis en geles de almidón y determinación 

del patrón isoenzimático. 

a}. En cuatro matraces de bola de fondo plano de 500 a lO:O rn1, 

preparar las muestras rle acuerdo a la tabla 1. 

~). Calentar a la flama el contenido de cada matraz hasta di

solución total agitando vigorosamente. 

e). Eliminar los gases con bomba de vacío en cada uno de los

matraces y vaciar el contenido de cada uno de ellos, a las placas

marginadas, marcadas pr~viamente con la enzima correspondiente y -

puestas sobre un papel de estrasa. 

d). Esperar a que solidifiquen de 10 a 15 minutos a temperatll 

ra ambiente. 

e). Marcar los canales con el peine. 

f). Impregnar los hilos (Crochet blanco# 20} de 0.9 cm de 

longitud con el lisado amihiano y colocar en los canales correspon 

dientes en el gel. Limpiar las pinzas después de colocar cada una 

de las muestras. 

g). Acomodar las placas en las cámaras de electroforesis. 

h}. Adicionar amortiguadores de corrida hasta cubrir los ele~ 

trodos. 

i}. Iniciar el corrimiento aplicando 70 mA (l6 V/cm2}, duran

te 3 horas, manteniendo la temperatura entre 8 y l0°C. 

j). Al finalizar el corrimiento, retirar las placas de las c! 

maras y revelar la actividad enzimática (una placa para cada enzi

ma} con la solución reveladora (preparada de acuerdo a la tabla 2). 

Incubar los geles a 37°C al resguardo de la luz durante 30 a 60 mi 

nutos. 
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k). Comparar los resultados contra una cepa amihiana conocida. 

l). Fotoqrafiar los geles. 

Almidón 
Aguo Amorliguado1 Amortiguador 

Placa Enzima Tris/t-tJOH 
desionizodo d,. fosfatos mal..ato-EOTA-

MgCl2 

1 GPI 4.5g 37.0rnl 3.0ml -

2 ME 4.5g 37.0rnl 3.0 rrl -

3 PGM 4.5g 37.0ml - 4Dml 

4 HK 4.5g 37.0ml - 4.0m! 

TABLA l. PREPARAC!ON DE GELES DE ALM!DON (36). 

3.3.3.3.- Cámaras para electroforesis. 

a). Llenar las cámaras para glucosa-fosfato-isomerasa (G?l) y 

enzima málica (ME) con amortiguador de fosfatos con concentración-

0. 2 M, pH= 7.0, en todos los compartimientos hasta cubrir los ele~ 

trodos. 

b). Llenar las cámaras para fosfoglucomutasa (PGM) y hexoqui

nasa (HK), llenando la parte mecHa de la cámara con amortiguador 6? 

fosfatos con concentración 0.2 M, pH= 7.0, hasta cuhrir los electr2 
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dos y en los extremos con buffer tris/NaOH-malato-EDTA-MgC1 2 con -

concentraci6n 0.1 M, pH= 7.4, a cubrir los electrodos. 

e). Colocar las placas metálicas refrigerantes. 

d). Acomodar las placas en las cámaras de electroforesis. Las 

placas contendrán las muestras. 

e). Colocar en cada extremo de las placas, hule esponja hume

decido con el amortiguador correspondiente, haciendo puente c~n el 

mismo. 

f). Sobre las placas con las muestras, colocar placas de vi-

drio en forma rectan9ular, oprimiendo las esponjas con tos extremos. 

g). Presionar con las placas de vidrio cuadradas, las placas 

rectangulares a fin de evitar deshidratación en el gel y mantener

los hules esponja en su lugar. 

h). Tapar las cámaras e iniciar el corrimiento. 

3.3.3.4.- Revelado de isoenzimas. 

La solución reveladora de isoenzimas se prepara una hora antes 

del tiempo de corrimiento. 

a). Colocar al mechero un matraz de 250 ml conteniendo agua -

desionizada y el agar noble, todo esto al 1.2% hasta disolución t2 

tal. 

b). En cuatro frascos goteros de aproximadamente 60 ml y de -

color ámbar marcados con la enzima correspondiente, colocar los su~ 

tratos espec!ficos para cada una de las enzimas. Finalmente adici2 

nar 10 ml de agar al 1.2% preparado anteriormente. 

e). Colocar la rejilla o marco de acr!1ico.sobre la placa y -

agregar el contenido del frasco gotero correspondiente. 

d). Incubar los geles a 37°C al resguardo de la luz durante -

25 



30 a 60 minutos, realizando la operación lo má~ ráoirlo posihle. 

e). Leer y anotar los resultados. 

-
ENZIMA 

REACTIVO 
GPI ME PGM HK 

trlafHCI 7.0 mi - 7.0ml -10.JM, pH: ._01 

triaJHCI - 7.0ml - 7.0 mi 
10.J""tpH•l,41 

Clon;ro d• mo;n•••o "' 0.2ml 0.2ml 0.2ml 0.2ml 

'"'º' 110.on1gfml1 0.5ml 0.5ml a5ml 0.5ml 

"Wco10 •·lo1t•to dflfiidr., 0.5ml - 0.7ml 0.2ml ••na10 ho UI -

...... ,.. '' ..... ,, . ..., - 0.1 mi - -
Pruc1o&o M'o1fa\ol~ 0.2 - - -
Mucosa HOOmtlmll - - - 0.1ml 

W.ic.uo 1.fo1 tato a'S m91mll - - 0.5mt -... - - - 15.0mg 

"" ''"'''"'11 1.0 mi 1.0ml 1.0ml 1.0ml 

.... 
11 "'''"'" 

0.2 mi 0.2ml 0.2ml 0.2ml 

Ator al 1.2•1. 10.0ml 10.0ml 10.0ml 10.0mt 

TABLA 2. REVELADORES DE JSOENZJMAS (J7). 
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3.4.- RESULTADOS. 

En un total de 208 muestras estudiadas en dos etapas por el -

método de Rohinson se aislaron 75 cepas en la etapa A y 36 en la -

etapa B, haciendo un total de lll cepas en ambas etapas. 

De las 111 cepas aisladas 71 de ellas pudieron ser lisadas PA 

ra determinar su patrón isoenzimático (tabla 3). 

No. de No. de cepas aisladas Na.de lisados 
Etapa 

muestras 

A 104 75 56 
(67.5'/,) (745'/,) 

B 104 36 15 
(32;5'/,) (41.6'/,) 

Total 208 111 71 
(53.3'/,) (64.0'/,) 

TABLA J. RELACION DE CEPAS AISLADAS Y ORTENCION DE LISADOS PARA LA 

DETERMINACION DEL PATRON ISOENZIMATICO DE lll MUESTRAS PQ 

SITIVAS AL CULTIVO DE ROBINSON. 

El resto no pudieron ser aisladas dehido a que no se obtuvie-

ron los cultivos en su fase exponencial para poder ohtener los li-

sados. 

En la tahla 4 se muestran los patrones isoenzimáticos encon-

trados y el número de cepas de cada uno de ellos, cuando se sorne--
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tieron a electroforesis en geles de almidón las 71 cepas que se lQ 

graron lisar, encontrándose que 45 de ellas eran fácilmente clasi-

ficables dentro de alguno de los ?l patrones isoenzimáticos descri 

tos por Sargeaunt, para Entamoeba histolytica. T,os 26 restantes ~ 

sentaron patrones diferentes a los ya mencionados, pero fueron c.1~ 

sificados como patógenos y no patógenos con hase en el criterio em 
pleado por Sargeaunt, el cual describe que las cepas patógenas se 

caracterizan por la presencia de bandas beta y ausencia de bandas-

alfa en la enzima PGM y la presencia de bandas de corrimiento rápi 

do para la enzima HK, de todos los patrones excepto en ~l XIII (?.?, 

32). 

PATRON ELECTROFORETICO ETAPA"ti' ETAPA "9" 

1 NP. 1 1 

111 NP. 4 1 

IV NP. 3 1 
V NP. 2 o 
VII P. 2 1 

VIII NP. 12 6 
IX NP. 3 1 
X NP. 2 o 
XI P. 1 o 
XII P. 1 o 
XVII NP. 1 2 
NP. o 2 
P. 24 o 

TOTAL 56 15 

TABLA 4. Mlt-IERO DE CEPAS CLASTFTCAIJAS DE ACUERDO A LOS ºA'l'RONES TSOEN?.rMl\'l'TCOS 

DESCRT'l'OS POR SARGEAUNI' (37). NP= NO PA'l'QGENO, P= PA'l'OGENO. 
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La tabla 5 muestra el comportamiento del patr6n isoenzimático 

al inicio y al final del muestreo, que tuvo como duración promedio 

9 meses entre la etapa A y la etapaR, observándose que de 9 casos

valorables 5 fueron hombres y 4 mujeres, con edades que fluctuaron 

entre los 3 y los 29 años; dos Casos (casos 1 y 2) mostraron el mi~ 

mo patrón isoenzimático (patrón VIII, no patógeno) en ambas etapas 

dos casos más (casos 3 y 4), presentaron patrones diferentes al iaj_ 

cio y al final del muestreo, aunque conservaron su carácter no pat.ft 

geno, el caso 3 cambió de patrón VIII no patógeno, a patrón IX no-. 

patógeno y el caso 4 inició con un patrón III no patógeno y finali 

zó con un patrón XVII no patógeno. En cuatro casos más (casos 5,6, 

7 y 8) la clasificación de las cepas no presentó afinidad con los 

patrones de cepas bien caracterizadas, sin embargo revelaron caraQ 

terísticas de cepas patógenas, según el criterio de Sargeaunt (35, 

36), observándose que en la etapa A todos los casos presentaron ca 

racterísticas de cepas patógenas pero en la etapa B los casos Sy6 

cambiaron su patrón isoenzimático al VIII no patógeno; el caso 7 -

cambió 'de patrón al IV no patógeno y el caso 8 cambió al patrón 

XVII no patógeno. ?or Último se observó que el caso 9 cambió de PA 

tr6n, pero conservó su carácter patógeno pues en la etapa A presen 

tó patrón isoenzimático XI patógeno y en la etapa B presentó parrón 

VII que es también patógeno. 
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CASO ETAPA ETAPA SEXO EDAD MESES ENTRE 
No. "A" ·e· (años) "/ii' y "B" 

1 VIII NP. VIII NP. M 6 9.5 

2 VIII NP. VIII NP. M 3 8.5 

3 VIII NP. IX NP. F 11 7.5 

4 111 NP. XVII NP. F 18 8.5 

5 P. VIII NI? F 29 9.5 

6 P. VIII NP. F 13 15.0 

7 P. IV NP. M 14 7.5 

8 P. XVII NP. M 4 a.o 

9 XI P. VII P. M 10 9,Q 

TABLA 5. COMPORTAMIENTO DE LOS CASOS VALORABLES AL INICIO Y AL FI

NAL DEL ESTUDIO. NP= NO PATOGENO, P= PATOGENO. 
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DISCUSION 

En el presente estudio se realizó un seguimiento preciso de -

cepas aisladas de 104 individuos que presentaban características -

de portadores asintomáticos de E• histolvtica con el objeto de ob

servar si existen o no, cambios en el patrón isoenzimático a tra~s 

del tiempo, o si éstas permanecen inalterables dentro del huésped. 

Los resultados obtenidos a lo largo de 9.5 meses como promedio, 

muestran que las cepas pueden cambiar su patrón electroforético a 

lo largo del tiempo y sin influencias externas, puesto que los po~ 

tadores que fueron muestreados manifestaron no haber hecho cambios 

en sus hábitos de vida, además de que no recibieron tratamiento 

antiamibiano alguno, durante el tiempo que duró el estudio. 

Los patrones electroforéticos de los 9 casos valorados que se 

obtuvieron al final del estudio, muestran que hubo 4 patrones que-

· rueron clasificados al inicio como patógenos pero sin tener una CA 

racterización bien definida con hase en el criterio establecido por 

Sargeaunt (33,35,36,37,38,39), puesto que las enzimas PGM y HK de 

estos cuatro casos corresponden a cepas patógenas, es decir, pre-

sentaron corrimiento tipo beta para PGM y corrimiento rápido para

HK pero difieren de los patrones establecidos por Sargeaunt, en la 

enzima GPI. Lo anterior podría hacer pensar que se trata de cepas

nuevas, ya que ninguna de ellas se pudo caracterizar plenamente -

por comparaci6n con los patrones ya establecidos. 

Por otro lado, 7 de las 9 cepas valorables mostraron un patrón 

electroforético final distinto al presentado al inicio del estudio 

10 que mostraría nuevamente, que 1as cepas cambian en períodos de 



varios meses , puesto que las cuatro cepas·c1asificadas únicameQ 

te como pat6genas al inicio del muestreo mostraron un patrón elec

troforético no pat6geno bien definido, al final del mismo. Dos ce

pas más, mantienen su carácter no pat6geno aunque su patrón elec-

troforético fué diferente, y en un solo caso se encontró cambio en 

el patr6n electroforético pero conservó su carácter patógeno, lo -

anterior podr!a explicarse con base en los estudios hechos por Mi

relman (23), en los cuales sugiere que cambios en el microambiente 

intestinal del huésped obligan al parásito a cambiar su virulencia 

y por lo tanto su patrón isoenzimático, tal vez como mecanismo de 

evasión de la respuesta inmune del huésped. 

El seguimiento de los portadores que no pudieron ser evalua-

dos se debió a que por algún mecanismo, hasta hoy desconocido, es

tos individuos eliminan la infección espontáneamente ya que en l~ 

etapa B no se detectó al parásito, esto concuerda con los estudios 

hechos por Nanda, en la India en 1984 (20). 

Por Último se confirma lo estudiado por Mart!nez-Palomo, Meza 

y cols. (34) , con respecto a que la mayoría de los portadores asiQ 

temáticos de ~· histolytica albergan en su intestino amibas no vi

rulentas ya que encontramos que 8 de los 9 casos presentaron cepas 

con patrones isoenzimáticos no patógenos, pero en uno de ellos, -

tanto la PGM como la HK mostraron patrón de amibas patógenas, lo -

que muestra que hay individuos que presentan la infección asintomí 

tica con cepas patógenas. 
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RESUMEN 

Se seleccionó un total de 104 individuos en el municipio de -

Caderyta, Qro., a las cuales se muestreó en dos etapas, todos pre

sentaron antecedentes de ser portadores asintomáticos de ~· histo

lytica, se estudió el comportamiento de las cepas as{ como su pa-

trón isoenzimático a intervalos de algunos meses sin que los indi

viduos huhieran recibido tratamiento antiamibiano alguno ni que -

hubieran modificado sus hábitos de vida. 

En todos los casos se investigó la presencia de quistes y trQ 

fozoitos de Entamoeba histolytica en las heces no tratadas de es-

tos individuos; cuando se obtuvieron cultivos en fase exponencial, 

se lisó a las amibas para obtener sus patrones isoenzimáticos en -

relación con las cuatro enzimas descritas por Sargeaunt1 la fosfo

glucomutasa (PGM), la glucosa-fosfato-isomerasa (GPI), la enzima -

rnálica (EM) y la hexoquinasa (HK). 

Los patrones isoenzimáticos mostrados al final del estudio, -

permitieron observar cambios en los patrones isoenzimáticos de las 

cepas de los portadores al caho de 9.5 meses como promedio. 

Se observó también la presencia de cepas patógenas en portado 

res asintomáticos, así como la eliminación de la infección intest.i 

nal al cabo de 9.5 meses como promedio. 



CONCLUSIONES 

Del presente estudio se puede concluir: 

- Las cepas de portadores asintomáticos pueden camhiar su pa

trón electroforético en un promedio de 9.5 meses, sin que -

ésto signifique que no lo puedan hacer en menos tiempo, por 

lo que se sugiere hacer seguimientos a intervalos de tiempo 

más cortos. 

- Pueden existir cepas patógenas en portadores asintomáticos. 

- Hay portadores asintomáticos que son capaces de eliminal· 

la infección intestinal espontáneamente con el tiempo. 



BIBL!OGRAF!A 

1.- ALVAREZ,C.R., WONG,CH.M., GARCTA,R.J. Diagnóstico parasitoscó
i~~Íae4!~~~~ºt~i~~o de las enfermedades parasitarias. ~-

2·- BOECK,H.I., DROBHLAV,J. The cultivation of Entamoeba histolyti
Si!..:. ~· ;¡. '.l:!21:!.· Med • .!!Y!l· 5:371-407. 1925. 

3.- BRANDT,H.I., PEREZ,R. Amibiasis. La Prensa Médica Méxicana. Mé 
xico, 417 p. 1970. -

4.- COUNCILMAN,W.T., LEFLEUR,H.A. Amebic disentery. ~ Hopt::ins 
Hosp . .!!fil!. 2:395. 1981. 

5.- CUTTLER,o.w. Method far the cultivation of Entamoeba histolyti
!;l!.· ;¡. Path. ~· 22:22-28. 1981. 

6.- DIAMONO.L.S. A..xenic cultivation of Entamoeba histolytica. Sci
~ 134:336. 1961 

7.- DIAMONO,L.S. Techniques of axenic cultivation of Entamoeba his
tolytica, Shaudin 1903 and ~· histolytica-like amoeba. d· ~
fil..tQl. 54: 1050. 1968. 

B.- DIAMONO,L.S. A new medium far the axenic cultivation of Enta-
~ histolytica and other Entamoeha. Trans. RQ.y. fu2.s.· .!!:.2.2.·
Med. lfrS· 72:431-432. 1978. 

9.- DIAMONO.L.S., PHILLIPS,B.P .• BARTIGS,I.L. A comparison of the
virulence of nine strains of axenicalli cultivatea Entamoeha -
histolytica in hamster liver. ~· ~· Med. 5:425. 1974. 

10.- DUPONT,H.L., PICKERING,L.K. Amoebiasis. Plenum Medical Book. -
Comp. Nueva York, 21 p. 1980. 

11.- FAUST,E.C., ROUSELL,P.R., JUNG,R.c. Clinical Parasitology. Les 
Febiger, Filadelfia, 888 p. 1970. 

12.- GATH!RAM,V., JACKSON,T.F. Frecuency distrihution of Entamoeba
histolytica zimodemes in a rural South Africam population. 1-S!!
~ 1:719. 1985. 

13.- GUTIERREZ,G., AUBANEL,M. Encuesta serolÓgica en niños de la 
ciudad de México por contrainmunoelectroforesis. ~· ~· 
Med. 3:271. 1972. 

14.- GUTIERREZ,G., MARGAIN,J., CASTAÑEDA,R., ENRIQUEZ,R., AUBANEL,M. 
SEPULVEDA,B. Encuesta serológica ~acional r. Investigación de 
anticuerpos contra Entamoeba histolytic~ en una comunidad semi 
rural de ta costa del Golfo de M~xico. ~· ~· .Me.!:). 5: tt7c¡. 
1974. 



15.- GUTIERRE7,,G., MUÑOZ,O., LUDLOW,I\., ESPINOSl\,G., HERRERl\,S., SE 
PULVEDA,8. Encuesta SerolÓgica Nacional !T. Investiqación ~e=
anticuerpos contra Entamoeba histolytica en la RepÚhlica Mexi
cana. En: Memorias de la primera conferencia internacional so
bre ami bias is, I.M.s.s., B. Sepúlveda y L.S. Oiamond (Eds.) ?-f~ 
xico, 850 p. 1976. 

16.- JACOBS,L. The etimination of viahle bacteria from cultures of 
Entamoeba histotytica and the subsecuent maintenance of such -
cultures. Al!!.· .>!· fu'.!!· 46:1.72. 1.947. 

17.- tOscH,F.A. Massive development of amoehae in the large intesti. 
ne. ~· E· Pathologische Anatomie und Physiology .!!!!.2 f.!!!. -
Klinische ~Y.E!!. Rudolf Virchov. 65:l96. 187,. 

18.- MARTINEZ-8AEZ,M. Historia de la amihiasis. En: Memorias ñe la 
primera conferencia interna'Cional sobre amibiasis, r.M.s.s.,R. 
Sepúlveda y L.S. Diamond (Eds.}, México, 42 p. 1976. 

19.- MARTINEZ-PALOMO,A. The hiology of Entamoeba histolytica. Rese
arch Studies Press. John Wiley and Sons L.T.n. Inglaterra, pp. 
126-161. 1982. 

20.- MARTINEZ-PALOMO,A. Las amihas, enemigos invisihles.Fondo de 
cultura Económica, México:T02 p. 1982. 

21.- Ml\RTINEZ-Pl\LOMO,I\., GONZl\LEZ-ROBLES,11., DE LI\ TORRE,M.Selecti
ve ~glutination of pathogenic strains of. Entamoeba histolytica 
induced by ·concanavalina A. ~ ~ Riology 245:186. 1973. 

22.- Ml\THEWS,H.M., MOSS,O.M., HEl\LV,C.R., VISVESVl\RA,G.s. Polyacri-
1amide gel electrophoresis of isoenzimes from Entamoeha speci
es. ,[. Clin. Microhiol. 17:1009-1012. 1983. 

23.- MIRELMAN,o. Ameba-bacterian relationship in amehiasis. ~· Clin. 
Mlcrohiol. 2:272-284. 1987. 

24.- MOGYOROS,M., CALFF,'E., GITLER,C. Virulence of Entamoeba histo
lvtica correlates with the capacity to develope complement re
sistance. Isr . ..r. Med.~. 22:915-9\7. \986. 

25.- OROZCO,E., MARTINE'Z-PALOMO,A., LOPE'7.,R. Un modelo in. vitro pa
ra el estudio cuantitativo de la virulencia de Entamoeba his--
tolytlca. l\rch. ~· ~· (México) 9:257. \978. -

26.- OROZCO-OROZCO,M.E., MARTINEZ-Pl\LOMO,I\., GUl\RNEROS,G. Virulen-
cia y propiedades de superficie de varias cepas axénicas de -
Entamoeba histolytica. Arch.Invest. Med. (México), 11 (Supt.l): 
152-157. 1980. 

27.- PROCTOR,E.M., WONG,Q., YANG,J., KEYSTONE,J. The electrophore-
tic isoenzime patterns of strains of Entamoeba histolytica is2 
lated in two major cities in canada. _run. ~· .T.!..2.E.· Med . .!fl.a.. 37 
(2):296-301. \987. 

36 



28.- RAVDIN,J.I •• GUERRANT,R.L. Review of the' parasite cellul•r me
chanisms involved in the pathogenesis of amebiasis. Rev. Inf .-
Dist. 4:1185. 1982. -- --

29.- REEVES,R.w., HISCHOF,J.M. Clasification of Entamoeha species -
by means of electrophoretic properties of ameba! enzymes. J. -
Parasitol. 54:594-600. 1968. -

30.- ROBINSON,G.L. The lahoratory diagnosis of human parasitic amo~ 
bae. ~· EQy. ~· T.!:!!E· ~· l!l'.9.· 62:285-794. 1968. 

31.- SALAZAR,S.P;, HARO de, A.E.~ de técnicas p~ra ~ diagn6s
tico morfologico de ~ parasitosis. Francisco Mendez Cervan-
tes Eds. M~xico, 199 p. 1986. 

32.- SARGEAUNT,P.G. Zimodemes expressing possible genetic exchange
in Entamoeba histolytica. ~· .EQy • .§Qf:. Trap. Med . .!:!Y.9.· 79: 
86-89. 1985. 

33.- SARGEAUNT,P.G., y cols. The reliability of Entamoeba histoly-
tica zimodemes in clinical laboratory diagnosis. Arch. Invest. 
Med. (México) 18:69. 1987. -- ----

34.- SARGEAUNT,P.G., BAVEJA,U.K., NANDA,R., ANAND,B.S. influence of 
geographical factors in the distri~ution pathogenic zimodemes
of Entamoeba histolytica: Identification of Zymodeme XIV in I~ 
dia. ~· .!!2Y· ~· ~· ~· l!l'.9.· 78:96-101. 1984. 

35.- SARGEAUNT,P.G., WILLIAMS,J.E. Electrophoretic isoenzyme patter 
ns of Entamoeba histolytica and Entamoeba coli. Trans. ].Qy_. ~ 
~· Trap. Med. lli'.9.· 72:164. 1978. 

36.- SARGEAUNT,P.G., WILLIAMS,J.E. Electrophoretic isoenzymes oatter 
ns of the pathogenic and non pathogenic intestinal amoebae of 
man. ~· .!!2Y· Soc. T.!:!!E· ~· lli'.9.· 73:225-227. 1979. 

37.- SARGEAUN,P.G., WILLIAMS,J.E. A study of intestinal protozoa in 
cluding non-pathogenic Fntamoeba histolytica from patients in
a group of mental hospita1s. ~· ~· ~· Healt. 721178-179. 
1982. 

38.- SARGEAUNT,P.G., WILLIAMS,J.E., GRENE,J.D. The differentiation
of invasive and non-invasive Entamoeba histolytica by isoenzyme 
electrophoresis. Trans . .BEl:.· Soc. Trap.~· l::f.Yg. 72:~19-571.-
1979. 

39.- SARGEAUNT,P.G., WILLIAMS,J.E., JACKSON,T.F., SIMJE,A.E. A zym2 
deme study of Entamoeba histolytica in a group of South Afri-
cam School Children. ~· .!!2Y· ~· Trop. ~· .!!.Jég. 76:401--
402. 1982. 

40.- SEPULVEDA,B. La amibiasis invasora por Entamoeba histolytica -
Gac. Med. (México) 100:101. 1970. 

37 



41.- SEPULVEDA,B., MARTINE7.-PALOMO,A. Amebiasis. En1 Tropical and -
Geographical Medicine. K.s. Warren, A.A. Mahmoud (Eds.) Me. 
Graw-Hill, Nueva York, pp. 305-318. 1984. 

42.- SHAFFER,J.G., FRYE,w.w. Studies on the growth and requeriment
of Entamoeba histolytica. r. Maintenance of a strains of ~
moeba histolytica through one hundred transplants in the absC'P.Q.. 
ce of an actively multipling bacterial flora. Am. l• ~· 47: 
214. 1948. 

43.- TRISSL,D.A., MARTINE7.-PALOMO,A., ARGUELLO,C., DE LA TORRE,M.,
DE LA HOZ, R., PEREZ,E. Surface properties of Entamoeba: IncreA 
sed rates of human eritrocytes phagocytosis in pathogenic str~
ins. l· .filU!_. Med. 148:1137-1145. 1977. 

44.- TRISSL,D.A •• MARTINEZ-PALOMO,A •• PERE7.,E. Surface properties -
related to concanavalin A-induced agglutination. A comparative 
study of several Entamoeba strains.~. ~· Med. 145:653-665. -
1978. 

45.- WALSH,J.A. Problems in recognition and diagnosis ar amibiasis: 
Estimation of the global magnitude of morbiaity and mortality. 
~· ~· Dis. 8:228-238. 1986. 

38 



APENDICE 

a.1.- Método de concentración de Faust y cols. 

Preparación de soluciones. 

a). Solución de Sulfato de 7-inc (densidad \.\80). 

Sulfato de Zinc •...•...•......•..••••••.•••...... 3~0 g. 

Agua destilada ........•..........•............... 1000 ml. 

Disolver el sulfato de zinc en el agua destilada hasta ñisol~ 

ción total de la sal~ tomar la densidad, si pasa de l.180, agregar 

agua y homogeneizar. Si le falta alcanzar la densit:lad deseada, agr.2 

gar pequeñas cantidañes de la sal hasta alcanzar la ñensidad dese~ 

da. 

h). Lugol parasitológico: solución concentrada. 

Iodo cristaloide ....•..........•.....••....••.... 5 g. 

Ioduro de potasio ......••.....•.......••...•..•.. 1.0 g. 

Agua destilada •••••••••••••••••.••••••••••••.•••• 1.00 ml. 

Disolver el ioduro d~ potasio en el agua y enseguida agregar-

el iodo agitando constantemente para que se rlisuelva la mayor can

tidad posible, guardar en un frasco color ámhar procuran~o que to-

do el exceso de iodo que quede en el fondo se vacíe en el frasco ; 

esto se hace para que la solución permane?.ca con la concentración-

deseada durante larqo tiempo. 

c). Solución de trahajo. 

Solución concentrada de lugol ....•••••..•...•.... \ vol6men. 

Agua destilada .....•..••.........•............... l vo16men. 

Mezclar la solución concentrada con el agua destilaña y guar-

dar la solución restante en un frasco gotero color ámhar. 



8.2.- Cultivo monoxénico de Robinson. 

a). Agar salino inclinado. 

Disolver 1.5 g de agar noble y 0.7 g de cloruro de sodio en -

100 ml de agua destilada y calentar para disolver completamente el 

agar. Distribuir alícuotas de 4 ml en botellas ~e Robinson de 7 ml 

de capacidad, esterilizar en autoclave durante 15 minutos (a 15 lb/ 

pulg2 ) y dejar gelificar en posici6n inclinada a temperaturaambien~ 

te y posteriormente almacenar en refrigeración. 

b). Eritromicina al l%. 

Disolver 1 g de eritromicina base en 10 ml de etanol al 70%,-

dejar reposar dos horas, aforar a 100 ml con agua estéril fría, 

distribuir alícuotas de 5 ml en tubos de 13 por 100 mm de tapón de 

rosca estériles y almacenar en refrigeración. 

c). Biftalato de potasio. 

Soluci6n concentrada: Disolver 25.5 g de hiftalato de potasio 

en 230 ml de agua destilada, agregar NaOH al 40% liasta disolución-

total. Ajustar el pH a 6.3 y aforar a 250 ml con agua destilarla. -

Esterilizar en autoclave, y distribuir en alícuotas de 10 ml en t~ 

bos de 15 por 150 mm estériles y almacenar en refrigeración. 

Solución dilu{da: A 10 ml de la solución concentrada, adicio-

nar 90 ml de agua destilada estéril y guardar en refrigeración. 

d). Medio definido "R" para crecimiento de Eschericltia col i. 

Solución concentrada: Disolver 125 g de NaCl, 50 g de ácido ·· 

cítrico monohidratado, 12.5 g dP. KH2Po4 , 25 g de sulfato de amonio-

1. 25 g de sulfato de magnesio y 100 ml de ácido láctico, en 1000 ml 

de agua destilada, aforar a 2.5 litros con agua destilada. Distri

buir en alícuotas de 50 ml en botellas de plástico estériles y al-
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macenar en refrigeración. 

Solución dilu{da: A 50 ml de medio 11 R11 concentrado, adicionar 

1.25 ml de azul de bromotimol al 0.04%, 450 ml de agua destilada y 

ajustar el pH a 7.0 con NaOH al 40%. Esterilizar en autoclave y r~ 

partir en 1X>tellas de plástico estériles y almacenar en refrigera-

ción. 

e). Medio amibiano basal "BR 11
• 

CUltivar Escherichia coli cepa B durante 48 horas a 37°C en me

dio "R" diluído, en botellas de fondo plano de 100 ml de capacidad 

de tapón de rosca y guardar a temperatura ambiente hasta por dos -

meses. 

f). suero bovino. 

Descomplementar el suero clarificado estéril a 56°C durante -

30 minutos. Repartir en a.1{cuotas de 20 ml en tubos de 22 por 7Smm 

estériles de tapón de rosca. Poner a prueba de esterilidad en incy 

badora a 37°C durante una semana y almacenar en refrigeración. 

g). Medio completo 11 BRS 11 para crecimiento amibiano. 

Mezclar volúmenes iguales de suero bovino descomplementado y 

medio "BR", incubar durante 24 horas a 37°C y guarrtar a temperatu-

ra ambiente hasta por un mes. 

h). Bactopeptona al 20%. 

Disolver 20 g de bactopept·ona en 100 ml de agua rlestilatla, CA 

lentar hasta disolver completamente. Distribuir en alícuotas de 5 

ml en tubos de 13 por 100 mm con tapón de rosca, esterilizar en ay 

toclave (a 15 lb/pu1g2 ) durante 15 minutos y almacenar en refriger~ 

ci6n. 
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1). Almid6n de arroz. 

Esterilizar g de almidón de arroz por cada frasco de haca -

ancha con tapón de rosca de poca capacidad, en horno a 150°C duran 

te dos horas y media, guardar a temperatura ambiente. 

8.3-- Electroforesis de enzimas. 

a). Solución amortiguadora Oe isnenzimas con concentración 

mM. 

Mezclar ml de áciño amino-n-capróico con concentración 3 mM 

y l ml de EDTA con concentración J mM, pH= 7.0. Guardar en refrtg~ 

ración hasta por una semana. 

b). Solución salina estéril. 

Disolv~r 6.25 q de NaCl, 2.R g de K2HPD4 y 0.4 g de Ktt2Po4 en 

800 ml ñe agua destilada. Distribuir en alícuotas de 100 ml en ~o

tellas de tapón de rosca, esterilizar en autoclave y guardar en rg 

frigeraci6n. 

e). Amortiguador de fosfatos con concentración O.?. M, pH= 7.0. 

Disolver 87.04 g de Na 2HP04 y 60.3 g de NaH2Po4 , en 4 litros -

de agua desionizada, ajustar el pH a 7.0 con NaOH con concentractón-

10 N, aforar a 5 litros con agua desionizada, esterilizar por fil

tración y guardar en refrigeración. 

~). Amortiguador Tris/NaOH-maleato-EOTA-MgCli' con concentra

ci6n 0.1 M, pH= 7.4. 

Disolver 60.55 g de tris base, 58.0~ g de ácido maleico, 2\.3 

gramos de Mqc1 2 "6H2o y 60.55 g de EDTA en litros de aqua ñesionl 

zada. Esterilizar por filtración y guarda.r en refrigeración. 

e).Amortiguador Tris/HC1, concentración 0.3 ~. pH= 7.4. 

Disolver 9.08 g de tris hase en 200 ml de agua d~sionizada 
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ajustando el pH a 7.4 con HCl 5 N, aforar a 250 ml con agua desio

nizada, esterilizar por filtraci6n y guardar en refrigeraci6n. 

f), Amortiguador tris/HCl, concentraci6n 0,3 M, pH= B.O. 

Disolver 9.08 g de tris base en 200 ml de agua desionizada, -

ajustar el pH a e.o con HCl 5 N, aforar a 2~0 ml con agua desion! 

zada, esterilizar por filtración y guardar en reFrigeraci6n. 

g). Nicotinamida adenina dinuctéotido fosFato, con concentra

ci6n de 10 mg/ml. 

Disolver 0.25 g de NADP en 25 ml de agua desionizada estéril

y guardar en refrigeración. 

h). Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G-6?D), con concentra-

ción de 100 UI/ml. 

Disolver 2.0 mg de G-6PD (2000 U!) en 3.3 ml de amortiguador

de citrato de sodio con concentración 0.1 M, pH= 7.0, estéril y -

guardar en refrigeración. 

Preparar: Amortiguador de citrato de sodio con concentración-

0.1 M, pH= 7.0. 

Disolver 0.204 g de citrato de sodio en 10 ml de agua desion! 

zada, ajustando el pH a 7.0 con HCl 5 N, esterilizar por filtración 

y guardar en refrigeración. 

i). Malato de sodio con concentración l.O M, pH= 7.0. 

Disolver 1.56 g de ácido málico (sal monosódica) en to ml ñe 

agua desionizada, ajustar el pH a 7.0 con NaOH 10 N, e~teritizar -

por filtración y guardar en ref~igeración. 

j). Fructosa 6-fosfato (F-6P), concentraci6n to mg/ml. 

Disolver 20 mg de F-6P (sal monos6dica) en 2 ml de agua desi2 

nizada estéril, guardar en refrigeraci6n. 
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k). Glucosa con concentración de 400 mg/ml. 

Disolver 2 g de glucosa monohidratada en 5 ml de agua desion! 

zada y quardar en refrigeración. 

1). Glucosa 1-fosfato (G-lP), concentración 25 mg/ml. 

Disolver 250 mg ñe G-lP (sal disódica) en 10 ml de agua desiQ 

nizada y guardar en refrigeración. 

m). 3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-ñifenil ~romuro de tetra

zoleo:azul de tiazolil (MTT), con concentración de 1 Tll']/ml. 

Disolver 20 mg de MTT en 4 ml de agua desionizada y guardar -

al resguardo de la luz. 

n). Metil sulfato de fenazina (PMS), concentración 1 mg/ml. 

Disolver 4 mg de PMS en 4 ml de agua desionizada y guardar 

al resguardo de la luz. 
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