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CAPITULO I 



INTRODUCCION 

1.1 Pilanteamiento dell problema 

Se ha observado que las amibas de vida libre del género Acandtamoeba causan amibiasis del 
sistema nervioso central (encefalitis amibiana granulomatosa) la cual suele ser mortal, también 
puede causar ulceraciones en piel y ojos en humanos y otros mamíferos. La infección se instala 
en sujetos inmunoauprimidoa o inmunológicamente deficientes (16,17). 

A nivel mundial se ha presentado una variedad de casos cuyos agentes etiológicos son varias 
especies de éste género de amibas. En México la literatura médica ha reportado casos de 
encefalitis granulomatosa por Amithantoeba spp., aunque más tarde se ha comprobado que el 
agente etilógico era otra especie (Balmithia mambillarls); sin embargo, se conocen casos 
específicos de queratitis por Acevalsamotba spp. en nuestro pais. La mayoría de los enfernios 
con encefalitis por estas amibas han muerto, ya que la posibilidad de sobrevivencia depende 
del pronto tratamiento que se aplique, para lo cual se necesita una rápida identificación de la 
amiba (17), 

Los procedimientos actuales para la diferenciación e identificación de las amibas de vida libre 
de importancia médica que incluyen a Naegleria fow!eri, varias especies de Acanátunotba y 
a Balaunreihia ouvadrillarisi  se basan en su morfología, formas de las divisiones nucleares, 
tolerancia a la temperatura, análisis isoenzimático, aerología y patogenicidad. También se usan 
anticuerpos monoclonales específicos, así como la obtención de patrones de restricción del 
DNA celular y mitocondrial (17). 

Aunque la identificación y clasificación depende de las pruebas antes mencionadas, y debido a 
la gran cantidad de factores que influyen para un adecuado diagnóstico, sumado a la escasa 
información que existe en cuanto a diversas características biológicas especificara para cada 
género y especie de amibas de vida libre, se hace necesario investigar más sobre ellas, en 
especial las patógenas. En este estudio se efectuaron algunas pruebas citoquirnicas de 
componentes celulares básicos haciendo uso de la microscopia óptica, pretendiendo aportar 
información sobre el particular, toda vez que se ha encontrado muy poca información en la 
literatura que se refiera a estudios citoquímicos in ritu en este género de amibas. Creemos 
importante profiindizar más sobre la bioquímica de estos organismos, realizando, entre otras, 
pruebas sistematizadas de ésta índole para dar a conocer la localización o distribución de los 
componentes celulares accesibles a las técnicas disponibles. 



1.2 Objetivos 

1. Determinar la presencia de carbohidratos, proteínas, lípidos y ácidos nucleicos mediante 
técnicas citoquímicas, para microscopia óptica, en trofozoitos de Acanthamoeba 
culbtrisont de cultivos axénicos. 

2. Aportar conocimientos referentes a la localización in sito de los componentes citados, en 
trofozoitos de A, asibertiont de cultivos axénicos. 

1.3 Hipótesis 

Si se han identificado carbohidrato, proteínas, lípidos y ácidos nucleicos en trofozoitos y 
quistes de Acanthamod» spp. con diversos métodos, será posible demostrados en los 
trofozoitos de cultivos axénicos mediante pruebas citoqulmicas, cuyas reacciones particulares 
podrán ser observadas por microscopia óptica 
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CAPITULO II 



ANTECEDENTES 

Las descripciones que hemos hallado en la literatura sobre la especie objeto de éste trabajo, 
son relativamente pobres, quizás porque otras como A. casiellanii tienen mayor interés médico 
por ser agentes más frecuentes de encefalitis amibiana granulomatosa Hemos recogido aquí 
características morfológicas y bioquímicas de ellas, para ilustrar lo que se conoce, a grandes 
rasgos, de tales especies hasta donde ha sido posible. Los hallazgos citoqulmicos se 
describirán más adelante. 

2.1 Características morfológicas de Acanthanweba spp, y Acenthimoebi castellani en 
particular. 

Los trofozoítos de Acanillamoeba, se reconocen y diferencian de los de otras amiba§ de vida 
libre como Naeglsria spp. por la presencia de acantopodios. Los acantopodios están 
compuestos de partículas granulares finas y de gránulos de glucógeno, claramente distinguibles 
del resto del citoplasma y no tienen organelos citoplasmáticos. Los trofozoltos miden de 20 a 
40 pm aproximadamente. Las células al principio, antes de moverse, son planas, pero conforme 
se deslizan van cambiando su forma, eu locomoción es lenta y el borde de la célula parece una 
fimbria (fleco) debido a un fino proceso hialino (20). 

Cuando se encuentra en un substrato A. castellanii presenta un amplio pseudópodo locomotor, 
con finas proyecciones de 1-2 	de diámetro (figura 1). Este pseudópodo y los acantopodios, 
están compuestos de citoplasma hialino, el cual carece de vacuolas y partículas que llenan la 
célula amibiana. La "corteza" de las células redondeadas, también está compuesta de 
citoplasma hialino (ectoplasma). Bajo microscopla electrónica de transmisión se observa que 
la región hialina contiene solamente los más pequeños de los elementos formados dentro de la 
célula, como son partículas de glucógeno, ribosomas libres y algunas pequeñas vesículas y 
tábido. Otro componente principal del citoplasma hialino es el material fibroso fino, con 
fibrillas de un diámetro de 50 A. En algunas regiones, las fibras parecen estar orientadas 
paralelamente, en otros casos al azar. Algunas veces aparecen apiladas y pueden hallarse 
penetrando el endoplasma En la superficie de la amiba se pueden encontrar microproyecciones 
de 0.1 pm de diámetro, estas tienen una zona interna formada de algunas fibrillas que forman la 
"corteza" de la célula. La superficie de la amibas fijadas rara vez se observa lisa, y hay por lo 
menos una invaginación en su superficie, que es un libido de aproximadamente 650 A de 
diámetro, que termina en una "fosa cerrada". Este túbulo puede ser muy corto o penetrar hasta 1 
}un o más en la célula (2). 



En A. castellanii la membrana es una estructura generalmente trilaminar, con una dimensión de 
70-90 A. Esta es frecuentemente asimétrica, y en ella se puede observar que la membrana 
externa es más densa que la interna (2). Aamthamotba posee una membrana citoplasmática 
delgada, densa a loe electrones (20). 

El citoplasma es finamente granular y contiene un sólo núcleo, con un diámetro aproximado de 
6 pm en los trotbzottos, que generalmente está centrado; es largo, denso y pequeño, posee un 
nucleolo (endosoina o cariosoma) central de aproximadamente 2.4 pm de diámetro, rodeado 
por una zona clara, y que comuninento CR denso, compacto y esférico, variando a veces su 
morfología, algunas veces pueden verse dentro del nucleolo vacuolas o vesículas. 
La membrana nuclear está formada por dos membranas densas a los electrones, separadas por 
un espacio que a intervalos regulares tiene puntos de unión o áreas conectadas, también densas 
a los electrones (20). 

El trofozolto de Aamillantoeba es típicamente uninucleado, pero pueden presentarse 
numerosos individuos multinucleados en cultivos que han sido agitados. En ejemplares fijados 
de A. castellanil, el núcleo es lobulado en diferentes grados. En algunos casos es ligeramente 
festoneado y en otros profundamente hendido por el citoplasma. Ha sido observádo trato en 
células fijadas como en fresco, que el núcleo es fácilmente deformable y algunas veces está 
severamente encogido, como sucede al estrecharse el citoplasma No se ha visto revestimiento 
de la cubierta nuclear por una lámina fibrosa Las membranas de la cubierta nuclear, están 
separadas por una distancia aproximada de 350 A. Presenta numerosos poros nucleares, los 
cuales tienen mi diámetro aproximado de 1040 A y tienen un gránulo central denso. Se hallan 
ribosomas en la cubierta de la membrana externa. El nucleolo es grande, de un diámetro 
aproximado de 2.4 pm y ocupa un volumen aproximado de 1/8 del volumen nuclear. Su 
morfología es variable, y algunas veces aparece difuso, pero casi siempre se encuentra 
compacto y esférico. Frecuentemente es vesicular y su masa semeja la forma de un anillo visto 
transversalmente. No es común ver dos nucleolos por núcleo. El mayor componente es el 
nucleolonema, una red de material fibrilar que se tiñe densamente. El intersticio (grieta) del 
nucleolonema, está lleno de una multitud de gránulos similares en tamaño y apariencia a los 
ribosomas citoplasaniticos. Al mismo tiempo los amorfos se observan dispuestos como una 
banda fibrosa amplia. La región nuclear externa del nucleolo se observa generalmente 
homogénea y consiste de material nuclear y fibrillas finas, uniformemente dispersas (2). 

En los animales o en el hombre infectado, los trofozoitos pueden ser identificados dentro del 
tejido del Sistema Nervioso Central por el gran nucleolo central esférico, rodeado por un halo 
nuclear claro (20). 

El citoplasma contiene ribosornas libres, algunas pequeñita vesículas, túbulos y grupos de 
fibrillas, que algunas veces aparecen formando haces; también contiene un número variable de 
sistemas de membranas citoplasmáticas u organelos tales como el aparato de Oolgi, retículo 
endopláamico rugoso y liso, vacuolas digestivas grandes caracterizadas por una membrana que 
tiene invaginaciones típicas, que contienen numerosas "formas mielínicas", precipitado 
floculento, estructuras espiraladas y diferentes tipos de cristaloides y material "englobado": 
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vesículas expulsoras de agua, (vacuolas pulsátiles) que generalmente tienen un borde 
desflecado, vacuolas que están llenas de gránulos finos dispersos y de partículas densas a los 
electrones, mitocondrias, gotas de lípidos, lisosomas y partículas de glucógeno. 
Puede presentarse endosimbiosis en el citoplasma (20). 

A. autellanü tiene aparato de Golgi, retículo endoplásmico rugoso y liso, un sistema vacuolar 
digestivo y una vacuola contráctil o vesícula expulsora de agua El aparato de Golgi comprende 
dos o más apilamientos en situación polar, con 3 a 5 cisternas, separadas por un espacio de 
aproximadamente 200 A. El espacio entre las membranas de una cisterna es también de 
aproximadamente 200 A, excepto en los márgenes donde los sacos están ligeramente dilatados. 
Muchas vesículas pequeñas y túbulos orientados al azar, están concentrados en la parte cóncava 
de la pila de la cisterna. Las vesículas, con un diámetro de aproximadamente 300 A, parecen 
derivarse tanto de la periferia de la pila de la cisterna como de los túbulos. Algunas vesículas 
parecen ser del tipo de las llamadas "recubiertas". Las vesículas y túbulos asociados parecen 
ser indistintas, ya sea porque las estructuras son demasiado pequeñas para quedar incluidas en 
el grosor de la sección, o porque hay un material filamentoso mal definido, que rodea y se 
extiende entre las estructuras de ésta área 
El retículo endoplásmico rugoso (RER) en muchas células, se presenta perfilado en su totalidad 
como secciones transversales circulares y tramos longitudinales cortos. Los túbulos están llenos 
de un material que se tiñe densamente y que a una amplificación mayor aparece granuloso. El 
material no está distribuido homogeneamente dentro de la cavidad del RE, y en sección 
longitudinal algunas veces tiene el aspecto de un túbulo dentro de otro. En la configuración 
tubular, el RER parece ramificarse bastante uniformemente por toda la parte central de la 
célula. En otros casos aparecen muchos perfiles largos (más de 19 }un de largo), con muy pocas 
secciones transversales circulares. Las secciones tangenciales de las cisternas tienen arreglos 
de ribosomas en su superficie. En algunos casos las cisternas están apiladas paralelamente, 
mientras que en otros se observa orientada al azar. Aún hay ocasiones en que se observan 
circulares, generalmente encerrando a una mitocondria Ninguna de las dos formas del RER, la 
tubular y la cisterna' penetra la "corteza" de la célula, encontrándose frecuentemente los 
elementos de la cisterna alineados en el limite de la "corteza". Algunas veces, la forma apilada 
de la cisterna del RER rodea zonas de retículo endoplásinico liso (REL). El REL está en forma 
de finos tábido, con un diámetro menor a 500 A. Ocasionalmente se ha podido identificar al 
REL disperso entre otros contituyentes de la célula (2). 

Las vacuolas son elementos sobresalientes en el citoplasma de Acanthantoeba, ya estén 
fijadas o no. Estas comprenden dos sistemas separados: la vesícula expulsora de agua que tiene 
el papel de regulación osmótica y las vacuolas digestivas que normalmente tienen la función de 
iagerir partículas. Con el microscopio óptico, la vesícula expulsora de agua (VEA), se observa 
descargando periódicamente en algunas posiciones de la célula, aunque no siempre descarga 
completamente, apareciendo entonces fragmentos colapsados, que posteriormente se unen para 
formar la vesícula. En resumen, la VEA generalmente está rodeada por ►m espongioma, 
compuesto de un sistema de «¡bufos, con un diámetro de unos 600 A, que se unen con vesículas 
de aproximadamente 1300 A de diámetro. Los túbulos están recubiertos con ►m material lábil 
que se extiende uniformemente a una distancia de aproximadamente 140 A en el lumen. Este 
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material es filamentoso y aparece como una linea fina densa, cruzando el diámetro del túbulo. 
El diámetro del túbulo mide 600 A y la porción densa 500-800 A. 
Se ha observado que en ocasiones se encuentran pequeñas vesículas alrededor de la vesícula 
principal, aparentemente, sin conexión con ésta, pero si existe un sistema tubular entonces 
pueden observarse ocasionalmente túbulos individuales, que se abren en la vesícula principal 
en varios puntos dentro del espon,gioma Este último, no está colocado uniformemente alrededor 
de la periferia de la vesícula expulsora, sino que más bien se ha observado distribuido en 
varias zonas al azar. La VEA comunmente presenta pequeños circunvoluciones en el limite do 
la membrana. Estos pliegues parece que se derivan de la abertura de los túbulos del 
espongioma en senos poco profundos a medida de que los túbulos se unen a la superficie de la 
vesícula. 
Las vacuolas grandes que corresponden morfológicamente a las vacuolas digestivas, son 
numerosas en el citoplasma de A. castellanii, El tamaño de las vacuolas va desde 0.1 lun de 
diámetro, hasta un tamaño mayor que el núcleo. Estas vacuolas están limitadas por una 
membrana, que se asemeja a la membrana plasmática en dimensiones y características de 
tinción y ce asimétrica, ya que la cara interna se tiñe más que la externa. Las vacuolas 
generalmente contienen un escaso precipitado floculante, así como ocasionalmente 
concentraciones densas de substancias amorfas. La membrana de las vacuolas digestivas 
grandes presentan pliegues, conexiones tubulares y vesiculares con la vacuola que se extiende 
en el citoplasma circundante (2). 

En las especies de Acanthamoeba las mitocondrias pueden tener diferentes formas: esférica, 
circular, en forma de bastón, de "mancuerna", oval o alargada Las crestas están formadas por 
las ramificaciones de extensiones tubulares anastomosadas de las membranas internas 
mitocondriales. Algunas veces se pueden observar dentro de la mitocondria gránulos amorfos, 
densos a los electrones y otras paquetes intracristalinos densos (20). 
En A. ~Mann las mitocondrias presentan forma alargada o ligeramente parecida a 
"mancuernas". Las crestas tubulares tienen un diámetro de aproximadamente 600 A, que se 
hallan en una densa matriz heterogénea, que contiene zonas filamentosas, áreas paracristalinas, 
y pequeños gránulos semejantes a ribosomas. Las mitocondrias comunmente contienen uno 6 
más gránulos amorfos, de un diámetro aproximado de 800 A, que se hallan en una ampliación 
del espacio tubular es decir, en el espacio quo es continuo con el que se halla entre la 
membrana interna y la externa mitocondrial. Los gránulos de las mitocondrias varían en su 
densidad, tienen generalmente forma de anillo y su apariencia cambia durante el enquistamiento 
de la amiba (2). 

Los microtúbulos se encuentran a través de todo el citoplasma. Tienen un diámetro aproximado 
de 250 A y generalmente son bastante rectos. Frecuentemente irradian en el complejo del 
aparato de Golgi, de donde se originan del material denso,que tiene la misma textura que los 
satélites centriolares. No se encuentran inicrontbulos en el citoplasma hialino (2). 
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Las formas galaicas son diferentes dependiendo de la especie. La pared de los quistes ésta 
compuesta generalmente de dos capas especializadas; una fibrosa, el exoquiste, arrugada, 
dentro de una cantidad variable de material matriz, que muestra claramente diversas capas 
paralelas, y la polihédrica o capa estrellada (interna), que está compuesta de finas fibrillas y 
que forma un opérculo sobre los ostiolos. Hay un espacio entre las dos capas excepto al nivel 
del opérculo, en el centro de los ostiolos. Los ángulos de la pared interna hacen contacto con la 
externa en un número de puntos, para formar poros (ostiolos). Los quistes de Acantharnotba 
spp. tienen poros en un plano ecuatorial (20,31). 
Las amibas patógenas de éste género pueden tener una acumulación de vesículas Golgi y tallos 
de retículo endoplásmico en forma paralela, cerca de la membrana plasmática. 
El citoplasma es finamente granular, y con un solo núcleo central; es muy denso, con gotas de 
lípidos, mitocondrias esféricas, lisosomas y partes de citoplasma con forma convexa en cada 
poro. En la pared del quiste, pueden verse partículas citoplasmáticas derivadas de 
autolisosomas (20). 

2.2 Ciclo de vida de Acanthanoeba 

Las amibas de vida libre patógenas presentan un ciclo de vida relativamente simple. En el 
género de Aoanthaftweba se observa un trofozoíto o fase vegetativa, que se alimenta en su 
mayor parte de bacterias en la Naturaleza, y una fase de quiste (16). Los trofozoltos de 
Acatalsamoeba spp. forman quistes cuando hay desecación o prevalecen condiciones adversas 
del medio, pudiendo regresar a su forma vegetativa (trofozolto), cuando las condiciones se 
tornan favorables. El enquistamiento puede ser inducido por la transferencia de los trofozottos a 
un medio sin nutrientes, o añadiendo inhibidores metabólicos. Los quistes maduros pueden 
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enconamiento deceno uklarnienta 

pasar por un desenquiatamiento cuando se les pone en un medio adecuado para desarrollarse 
(20). 
Las amibas de vida libre se multiplican en el suelo y en el agua, y solo por accidente resulta 
infectado el ser humano. Los quistes de paredes gruesas soportan la desecación y pueden ser 
dispersados en el medio ambiente por el viento (33). 

11.10n alnada 	 ~lucirán de la ~ano nuclear 
latoectee 

Avara 3. Ciclo de vida de .49aresammodseepp. 

Las especies de Acanthamoeba no presentan centriolos durante la división y las figuras 
mitóticas son difíciles de describir. Presentan muchos cromosomas pequeños, y la cromatina 
del núcleo se observa aglutinada (20). Durante la mitosis hay pérdida de la membrana nuclear y 
desaparece el nucleolo (16). 
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2.3 Composición química de Acanthamoeba app. 

La bioquímica de las amibas en general, es un campo relativamente poco explorado. la 
facilidad de cultivar masivamente a las especies de Acanihamoeba en medios artificiales 
Trénicos, proporciona un material óptimo para la determinación de componentes químicos de 
éstas células animales (13). 

En la literatura se reporta que la membrana plasmática de A. castellanii contiene proteínas, 
fosfolípidos, calero', material no lípido, fósforo orgánico y carbohidratos como glucosa, 
identificación que se realizó por medio de una técnica electroforética (15). 
También se observó que al enquistarse Acanthanweba spp. disminuyen los niveles de 
glucógeno, lípidos totales y fosfolípidos (22). En A. castellanii se vió que cuando el trofozoíto 
se triitsforma en quiste las proteínas, fosfolípidos y glucógeno disminuyen, mientras que los 
lípidos neutros aumentan (3). 

En particular, con respecto a los carbohidratos en amibas de vida libre, se han aislado de los 
trofozoítos de A. easiellanti, glucosa y glucógeno. Este último, es el precursor de la celulosa 
encontrada en la pared del quiste, característica por la cual se diferencian de los trofozottos 
(28). Así mismo, en otras investigaciones sobre carbohidratos se ha comprobado que se trataba 
de glucógeno celular al observar algunos productos de la reacción de éste compuesto con alfa y 
beta amilasa Además, se observó que disminuía el glucógeno celular paulatinamente, en un 
cierto lapso, al estar transfornitulose el trofozoíto en quiste (32). 
El material de reserva de tipo polisacáridos es el glucógeno, el cuál fié identificado en 
Acanthasweba por un característico color rojo con 12-K1, así como por digestión con a. 
amilasa, por medio de la identificación de glucosa como azúcar único después de la hidrólisis 
en 1-12SO4 1 N por 1 hr a 100°C, y por el espectro infrarrojo que lo identificó como tal. El 
glucógeno se observa en e! citoplasma como gránulos aislados o partículas (3. Los gránulos más 
pequeños son dificiles de distinguir de los ribosomas libres a una amplificación baja. Los 
gránulos pueden ser tan grandes como de 400 A de diámetro. Las partículas de glucógeno se 
hallan por toda la superficie, pero cuando están presentes en grandes cantidades se acwtwlun en 
regiones ausentes de otros materiales formados. 
En células de cultivos agitados, 7 días después del subcultivo, los lípidos neutros y glucógeno 
representan aproximadamente el 10% de su peso en seco (2). 

En cuanto al contenido en proteínas, se han aislado éstas de la superficie de las membranas de 
dos cepas de A. castellanü, lo cual se comprobó por medio de la tinción con ácido peryódico 
de Schiff, técnica que indicó junto con la determinación de los pesos moleculares que la 
mayoría de las proteínas eran glucoproteínas (12). 

Se ha observado que la cantidad total de ácidos saturados, monoinsaturados y poliinsaturados, 
encontrados en Acanthanweba sp. se mantiene constante, pero las concentraciones de ácidos 
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grasos específicos cambian. Acanthamoeba spp contiene un alto porcentaje de ácidos grasos 
no saturados y se conoce que la composición de los ácidos grasos se altera por la temperatura 
a la cual se desarrolla la amiba. Algunos de los derivados de ácidos grasos identificados en 
Aaintliantoeba sp en cultivos axénicos de aproximadamente 14 días con nutrientea solubles, 
son el miristrato, pahnitato y estearato entre otros (13). Por otra parte, parece ser que 
Acanagarnoebn tiene la capacidad de convertir oleato a linolato y sintetizar a partir de linolato 
ácidos grasos poliinaaturados de 20 átomos de carbono (14). 

Los trofozoitos de Acantlownolba contienen reservas de lipidos y polisacáridos. Los lípidos se 
encuentran como gotas esféricas, con un diámetro promedio de 0.5 pm. Estas gotas son 
osmiofilicas, porque el 80% de los ácidos grasos encontrados en éste género de amiba de vida 
libre son insaturados. Las gotas no están rodeadas por una membrana trilaminar, pero algunas 
veces muestran un delgado borde denso a su alrededor. Frecuentemente lea gotas están 
cercanas, unas de otras, pero ocasionalmente se funden fonnando una gota muy grande (2). 

En lo relativo a los ácidos nucleicos se han aislado genomas de DNA de algunas especies de 
amibas de vida libre, entre ellas Aamilsamoeba patógena y no patógena, en les que por medio 
de una digestión y un proceso electroforético y tinción, se han encontrado gran cantidad de 
bandas de DNA (21). En otro estudio hecho en 5 especies diferentes de Acanthaftweba. entre 
ellas A. asibertsonl y A. nistellaita, se midió la cantidad de DNA en la fase log de 
crecimiento, hallándose que ol contenido de DNA oscilaba entre 2.0-5.0 pg por célula (7). Este 
género de amibas tienen, ya sea, gran número de cromosomas pequeños o una compleja red de 
material cromosómico (20). Respecto al RNA, se ha identificado éste como constituyente de un 
rRNA (265 r RNA) con un peso molecular bajo en A. castellanii (27). 

2.4 Epidemiología, ecología y factores ambientales 

Las amibas de vida libre en general, y las de interes médico en particular (Acanihainoeba spp., 
Naegleria poder! y Bakunuthia niandrillaris) se han encontrado en colectores de aguas 
termales, descargas de aguas termales contaminadas procedentes de plantas industriales, lagos, 
albercas y otras colecciones de agua, incluso en aguas marinas. 
El agua, a una temperatura relativamente alta, puede ser un reservorio potencial para la 
proliferación y mantenimiento de las amibas de vida libre ternwfilicas y patógenas. 
Accustkantoeba spp. se desarrolla a temperaturas entre 25 y 35°C. Aparentemente las cepas de 
Acantisanweba de baja virulencia, son capaces de tolerar temperaturas máximas más bajas que 
las patógenas (20). 

Los paises en los que se han reportado casos de encefalitis aniibiana gramilainatosa en el 
hombre confirmados por autopsia, biopsia, cultivo y aislamiento de lea amibas producida por 
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Acanikantoeba spp. son: Estados Unidos de America, Australia, Sur de Korea, Honduras, 
Japón, Peru, Venezuela, India, Zambia, Nigeria, México, Puedo Rico y Panamá. Casos 
presumibles, no confirmado por ninguno de los procedimientos citados, se han reportado en 
Brasil, Cuba, Gran Bretaña, Hungría, India y Uganda (20). 

Se ha visto que las amibas patógenas (Amalgamo", spp. y Nargleria fardel) se desarrollan 
y multiplican mejor durante los meses calientes del ano y por temporadas. Estas especies son 
raras y transitorias, pero por su agresividad, los meses de verano son considerados de alto 
riesgo, ya que es cuando hay más actividad deportiva en el agua y, además, es el mejor periódo 
de desarrollo de las amibas patógenas (20). 

Se ha observado que la temperatura y la edad del cultivo (días, semanas, meses o número de 
(asea), tienen una influencia directa en la patogenicidad de las amibas. El desarrollo, la 
multiplicación y mantenimiento de las diferentes especies, es dependiente de la composición 
del medio de cultivo (20). 

2.5 Formas de Infección, enfermedades y tratamiento 

Las vial] de entrada de Acanthaimotba al organismo pueden ser el tracto respiratorio inferior, 
ulceraciones en la piel y mucosas o heridas abiertas (17). 

El periódo de incubación no se conoce aún, pero se cree que son necesarias varias semanas o 
meses para el establecimiento de la enfennedad. El curso clínico puede ser prolongado (17). 

Las especies de Aavithamosba producen meningoencefalitis, granulomas, inflamación aguda 
de órganos internos, ulceraciones corneales, gastritis y diarrea transitoria (16). La infección 
del SistemaNervioso Central es llamada Encefalitis Amibiana Granulomatosa (EAG). 
La EAG produce al principio signos neurológicos focales, hemiparesia y convulsiones, 
dependiendo de la zona del cerebro afectada, alteraciones mentales como irritabilidad, 
confusión, alucinaciones, letargo, somnolencia y cambios en la personalidad. El dolor de 
cabeza es persistente, hay fiebre y rigidez de nuca (17). 

A. polyphaga, A. amlbortsoni y A. casullanii causan en particular, queratitis y uvoitia severas, 
con algunos casos que han sido sensibles a la terapia de medicamentos, mientras que los casos 
de encefalitis terminan casi todos con la muerte. A. castellanii, A. culberisoni y A. astrony.vis 
se han hallado en infecciones de Sistema Nervioso Central (24), esta última se ha aislado de 
lesiones de piel. La infección ocular puede tener lugar por contaminación de lesiones 
provocadas por lentes de contacto u otra vía, como agua contaminada, en sujetos 
inmunocornpetentes. La encefalitis se adquiere por vía hematógena, a partir de heridas 
contaminadas o por vías respiratorias, particularmente en sujetos inmunodeficientes (17,24). 
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El tratamiento de casos humanos de EAG con eulfadiazina ha sido ineficaz. La polimixina B, la 
anfotericina B, hidroxistilbamida, la 5-fluorocitoaina, el clotrimazol, la pentatnidina, el 
sulfisoxazol, el ketoconazol y otros son efectivos in vitro, truque no se han hecho pruebas in 
vivo. La acrillavina y el clotrimazol han provado ser eficaces en las infecciones oculares, 
aunque suelen ser muy resistentes al tratamiento (17). 

2.6 Clasificación 

Clasificación taxonómica de las amibas de vida libre del género A canthantotba (17). 

REINO 	 PROTISTA 

SUBREINO 	 PROTOZOA 

PHYLUM 	 SARCOMASTIGOPHORA 

SUBPHYLUM 	 SARCODINA 

SUPERCLASE 	 RHIZOPODIA 

CLASE 	 LOBOSEA 

SUBCLASE 	 GYMNAMOEBIA 

ORDEN 	 AMOEBIDA 

SUBORDEN 	 ACANTHAPODINA 

FAMILIA 	 ACANTHAMOEBIDAE 

GENERO 	 Aoirtthastooba 

ESPECIE 	 A. castellanii 
A. &Unten! 
A. astrowis 
A. halada 
A. palisandro:do 

A. 
rhysodes 
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FUNDAMENTOS QUIMICOS DE LOS METODOS 

2,7.1 Método del ácido pery órfico de Schiffpara carbolddratos (PAS) 

McManus ideó una reacción, basada en la oxidación de los grupos glicólicos 1-2 de los 
polisacáridos, por medio del ácido peryódico, produciéndose la liberación de grupos 
aldelddicos, que dan positiva la reacción de Schiff (8). 

CH 
	

CI120H 

+ H104  

CH*OH 	 Cli 10H 

+ HiO, + H20 

+ Tutso,w, 

CH 014 

14 
OH 	H —0 i 

Ñas /0  44 
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Secuencia da la reacción (5),  

CH7011 

11 

014 
e 
1 0 	0/1 
H 	,'O4  

C Fu u 

La cantidad de color desarrollado por la reacción, depende principalmente de la cantidad de 
estructuras tipo glicol presentes en tejidos, en los azúcares glucosa, galactosa, manosa y en la.s 
metilpentoeas y fucosas (11). 
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2.7.2 Método del Carmín de Be* para glucógeno 

El carmín es un colorante natural que se extrae de insectos (cochinillas). Se trata de un quelato 
metálico (4). Esta ea una tinción empírica para el glucógeno (5). El mecanismo de tinción no se 
conoce; se supone que en tal coloración juegan un importante papel los enlaces de hidrógeno en 
la tinción del glúcogeno. Se sabe que es una tinción selectiva del glucógeno. La mucina también 
se tiñe, pero más pálidamente que el glucógeno (1). 
El pH de la solución colorante oscila entre 9 y 11, y a este pH los grupos fenólicos del 
colorante se ionizan a aniones 	, los que a su vez pueden unirse a los grupos glicol del 
glucógeno por enlaces de hidrógeno (25). 
La aubetancia colorante no posee carga elétrica definida: si el pH es alcalino adquiere una 
carga negativa, y positiva si el pH es inferior a 4. Por lo tanto, para coloraciones de loe núcleos 
se utilizan soluciones ácidas, con las que se obtiene un color particularmente nítido y duradero 
(4). 

2.7.3 Método de Hamo y Feulgen para pollsacdridos 

El método original descrito por Bauer Feulgen, emplea la hidrólisis y la oxidación del 
glucógeno por medio del ácido crómico durante un breve lapso. Los polialdehídos formados, se 
muestran con la solución de Schiff: 

C14:0H 	 iipi4 
I 

C — o 	 c — O 

H\ 
 / 

	

' 	\ 	
/ 	\  /II 	 &ido cránr Oen 

	

C 	 C 	 + n 1420 	_______§, 
.0  \0141 	1-11/ \ / /OH 	/ ':, . 

c 	o 
I 	I 	

e  ......_. c  
I I 

H 	OH 	 H 	OH 

polisacdfldo 

CH2C41 
I C - O 

	

-o—e 
/ 	

\ c —o- + t (502y) _____...... 
\ o y y/ 

C c 

	

I 	I 
H OH 

reactivo cle Schiff 

C O 
H \ 

C 
\ 

% F 

fofo Mili:uva 

En donde exista una coloración rojo púrpura, nos indica que hay polisacáridos en ésa área 
teñida (11). Esta técnica da buenos resultados para el glucógeno, ya que otras substancias de 
tipo carbohidrato se sobreoxidan y no se tiñen (1). 
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2.7.4 Método de la acetilación de Lillte como prueba testigo de loe carbohidratos 

Esta es una técnica útil en el estudio de los polisacáridos. Se funda en el uso de agentes 
bloqueadores que se combinan químicamente con los grupos reactivos, para evitar la reacción 
:tomatal que tendría lugar con el método citoquirnico de ensayo. En éste método, la piridina en 
combinación con el anhídrido acético ejercen este bloqueo, según la reacción (19). 

RCHO + 2 (CH3C0)20 + H20 --►  RCH (CH3C00)2 + 2 CH3C0011 

grupo 	anhídrido acético 	acetilación (bloqueo) 	ácido acético 
aldehído 

2.7.5 Método de digestión con dlastasa o andlasa de Lililí como prueba testigo para 
carbollidratos 

Los polisacáridos de la Dslucosa, como el glucógeno o la amilopectina, presentes como 
material energético de reserva en muchos protozoarios parásitos, (como las amibas que 
estudiamos aquí), tienen enlaces a 1,4 que son fácilmente hidrolizados con a y 13 amilanas, 
rindiendo glucosa y maltona, respectivamente. Por este medio se rompe la cadena polimérica 
del polisackido dejando libres a monómeros o Meros de glucosa, que escapan de la célula, y 
que no reaccionarán ya con los reactivos del método de PAS. En ocasiones pueden substituirse 
las enzimas mencionadas por saliva que contiene diastasas, método simple para el hidrolizado 
de polisacáridos (18). 

2.7.6 Método de McManus-lif over y y Spicer para mucopollsaalrldos 

El compuesto azul de alciano es un colorante del tipo de las lialocianinas de cobre, cloremeiil 
substituidas, en donde los grupos clorometilo se hacen reaccionar con tiourea o alquiltionreas, 
dando lugar a derivados del isotiotronio que son muy solubles en agua (11). 
En éste método del azul del alciano, los mucopolisacáridos (proteín-polisacáridos) son tenidos, 
no así las mucoprotehuas (1). 
De acuerdo con Spicer (26), la tinción de los ácidos urónicos pudiera atribuirse a la formación 
de uniones anida Esto raramente puede ocurrir, amenos que los grupos amino del colorante se 
dealquilarar►  espontáneamente. Otra hipótesis sugiere que la coloración pudiera deberse a 
uniones del hidrógeno del carboxilo no ionizado al cobre y al nitrógeno de la ftalocianina para 
formar una cebadura de seis elementos (23). 
El método con el nombre de Mc Manus-Mowery para ntucopolisacáridos ácidos y neutros es 
citado por Chad( (6). 
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2.7.7 Método do Golociaraina-alambro de ama do Eil$01101t para ácidos nadoicos 

La galocianina es in colorante básico perteneciente al grupo de las oxacinas. Tiñe de manera 
selectiva los núcleo, pues es utilizada como laca de cromo. Colorea específicamente el ADN y 
estructuras constituidas por ARN (4). El mecanismo es debido a la combinación, en un pH 
ácido, del residuo del ácido fosfórico del ácido nucleico con la galocianina. La reacción debe 
ser llevada a un pH de 1, porque un valor alto (p11 2, 6 arriba de éste), teñirá otros 
componentes (1). 

(CHN 
+ 	0004)2  —1> loco de como (cabido) 

scioclanIno 	 dUllellt1 de cromo 

laca de cromo + grupos fosfato de ácidos nucleicos -4 laca salina estable de color azul (23). 
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2.7.8 Método del atar II (arar B) para ácidos nucleicos 

El azur 13 es un colorante básico. Swift (29) indica que el factor más importante para la unión 
del colorante con la nucleoproteIna os la carga electrostática que so halla sobre ambas 
moléculas. Los colorantes básicos son generalmente sales de bases coloreadas y su grupo 
combinanante común, o auxocromo, es el grupo amino que existe en forma disociada positiva 
(-NI13+), excepto a pH alto. 
Respecto a su especificidad, existen algunos grupos ácidos además de loe ácidos nucleicos que 
son capaces de unirse a colorantes básicos. Los grupos carboxilo de las proteínas se unen a 
colorantes a pH alto. 
La diferenciación se logra al enjuagar con alcohol después de la tinción, lo que separa el 
colorante libre del unido, siendo particularmente importante la solubilidad del colorante en ése 
disolvente. El azur B puede ser removido rápida y completamente por alcohol etílico, por tal 
razón es preferible usar alcoholes de mayor peso molecular como el alcohol terbutílico, en 
donde el colorante tiene una baja solubilidad en el enjuague. Este tipo de diferenciación evita 
que se elimine todo el colorante (29) 

2.7.9 Método de Feulgen para DNA 

La reacción nuclear de Feulgen depende de la hidrólisis ácida suave del ADN con 11C1 a 60° C. 
Feulgen muestra que hay una liberación de grupos aldehidos del azúcar desoxipentosa del 
ADN. Una vez efectuada la hidrólisis se procede a lavar y tratar con el reactivo de Schiff 
(fucsina-ácido sulfuroso) que reacciona con los grupos expuestos, dando un color púrpura 
únicamente en la cromatina nuclear. Químicamente, es probable que la hidrólisis ácida suave 
transforme a la desoxirribosa en el aldelndo de la hidroxi levulina, lo que sugiere que el 
aldehído lábil es el responsable del color púrpura desarrollado (11). 

Esquema químico de la reacción de Feulgen. La hidrólisis acida extrae las purinas y deja en libertad los grupo> aldelinlos, que 
reaccionan con la leucofucsina (reecivo de Schiff) para dar el color púrpura. En el esquema, el binario de la desoxipentosa está 
muy exagerado en relación con el de la proteína (8). 
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2.7.10 Método de LiMe-Burtner para *idos neutros 

Esta técnica se basa en el proceso de difusión y solubilidad del colorante, rojo oleoso, en los 
lípidos más que en otros tipos de disolventes, acumulándose en el interior de las gotas de lipido 
(8,11). El color que se desarrolla *e rojo (11). 

2.7.11 Mildo di Irradgen pura utraeden de *idos 

La extracción es un procedimiento de importancia en la identificación de lípidos, donde los 
multados deberán ser inteapretados con precaución. 
La solubilidad de material Ifpido pro en disolventes orgánico, es bien conocida, pero para 
eplicane en bietoquimica y citoquimica se deben tener en cuenta cierta consideraciones. Loa 
11pidos son fecuestemeate mezcla de más de un componente, por lo que se debo tener cuidado 
coa el otro u otros compuestos en la meé 	ya que pueden evitar la extracción adecuada por el 
disolvente, que de *o modo sería efectiva (1). 

2.7.12 Miedo del mal de MI. de Lillie para &idos retos 

La solución acuosa de azul de Nilo A, contiene el colorante catiónico azul, el producto de 
oxidación rojo eepontineo llamado rojo Nilo y la bu. imino nereoja-rojo del ami de Nilo, El 
rojo Nilo disuelve los componeatee de todo' los lípido& ameos y actúa como un colorante 
panal de Ilpidos. Ambos, el catión Id de Nilo y la bus lino, pueden reaccionar con loe 
grupos ácidos uniéndose de ésta manera al color aml. Consecuentemente, loe foefollpidos y 
ácido. grane ee Mirón de anal (porque loe componentes de la solución de anal de Nilo 
cubrirán y eamanererán cualquier efecto del rojo Nilo) ya que el color ama) es especifico para 
ácida irnos y lbelblipidoe, Por *0 pule, loa grasas neutros se teñirán de rojo (3), 

2.7.13111ted• lie Hilados, pes dciót ercul 

Este método es una derivación del propuesto por huidor en 1904 (10) y de otro' métodos 
similares, de loe que Ifolczimer seleccionó el del ácido rubeánico, qué recomendó para In 
demo*aoión de ácido. grane (1), Un acetato de cobre y ácido rubeánico, Se *enero jubones 
de sobre que 'himen un complejo con el ácido rubeinico, de rubeanato de cobre, que es m 
pigmento de color negro verdugo (19), 
Loe ácidos unos obtenidos por hidrólisis pueden ser de 2 tipos: ineaturadoe o salw udoN. 1)oa 
Mida ralos sab,radoe son el acido palmitico 6 el ácido eetelrico y un ácido graso insulurado 
es el ácido oleico (1). 
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SC = NH2  
S¿ = NH2  

 

HSC = NH HIVC C = I IH 
Jabonato de Cu O 

HSC = NH 	
S 1 
\Cti 

(19) 

 

acido rubednico 	tormo cilimido 	 rubeonoto de cobre 
del ácido rubeánlco 

2.7.14 Método de Chapman del azul de bromofenol-onercario para proteínas 

Este método fuá usado por Duma en 1950 para la demostración de proteínas con métodos 
colorimétricos en papel filtro. Fué adaptada para proteínas celulares por Mazia y 
colaboradores en 1954. Citado por Troyer (30). 
Estos autores hallaron que las preparaciones teñidas con sus procedimientos seguían las Leyes 
colorimétricas de Lamben y Beer, ya que la intensidad de coloración de la muestra era 
proporcional a la cantidad de proteínas presentes (11). 
El mecanismo de acción no es conocido, pero probablemente depende de la afinidad del 
colorante con una proteína simple (30). 

RSH+ 14gC12  :1--o- RSHgCI + HCI 	
1771 	..... .. atea 	 i* remmewria 	 f  ...1 

r 	 1\  
Val. Ot RPOI,A0F1401.1 

RSHgCI + RSH -12 (RS)2Hg + HCI 

(PS)2149 azul de bomoterhol --› cornple)o azul 

2.7.15 Método de Mfert y Geschwind del verde rápido para proteínas básicas 

Este método se fundamenta en la reacción que ocurre entre el verde rápido y las proteínas 
básicas que contienen arginina, boina e histidina que hidrolizadas con ácido tricloroacético, 
desenrollan color verde brillante a un pH de 8.0-8.1. Las proteínas básicas, histonas y otras 
proteínas, están asociadas a los ácidos nucleicos, de ahí que esta técnica se use en la 
identificacion de nucleoproteínas (11). 
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CAPITULO III 



PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 DIAGRAMA DE FLUJO 

altivo de ambas de 
A adbentrod 

L. 	Bafto hielo 3 min. 

Centrifugara 1500 rpm 
3 mm. 

1 	Eliminar sobrenadante 	I 

Colocar gota del concentrado de 
amibas en cubreobjetos 

r-- Secar 28°C 5 min. 	1 

Fijar 

TeRir 

lavar 

I Deshidratar 

4, 
Aclarar 

	• 

4. 
Montar 

1 
Observar 

Anotar resultados 
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3.2 MATERIAL. REACTIVOS Y EQUIPO 

3.2.1 Material biológico 

1. Acanikamoeba culborisoni  de cultivos axénicos. (Donada por el Dr. Lares V.) 

3.2.2 Material de laboratorio 

Agitadores de vidrio 
Agujas 22 x 32 mm, 25 x 16 mm Plastipack 

(Becton-Dickinson) 
Algodón 
Millo metálico para soporte 
Cristalizador 100 x 50 y 190 x 100, Pyrex 
Cubreobjetos 18 x 18 mm, No. 1 
Embudo talle corto de 8 cm diámetro, Pyrex 
Espátula de acero inoxidable 
Gradilla metálica 
Jeringas 1, 5 y 10 ml, Plaatipack 
Matracas aforados 50 ml y 100 ml, Pyrex 
Matracas Erlenmeyer 125 ml y 250 ml, Pyrex 
Mechero Binen 
Papel filtro Whalman No. 42  

Pinzas rectas de acero inoxidable 
Pipetas graduadas de 2 ml, 5 ml y 10 ml 
Pipetas Pasteur tallo corto 
Portaobjetos estandar 
Probetas 100 ml y 250 ml, Pyrex 
Soporte universal 
Tela de asbesto 
Termómetro -20 a 120°C 
Tubos con tapón de rosca de 12.5 x 1.5 y 10 x 

1.5 Pyrex 
Vasos de Columbia 
Vasos de precipitado 20 ml, 50 ml, 250 ml y 

1000 ml, Pyrex 
Viales de plástico de 2 ml con tapón de rosca 

3.2.3 Reactives 

Acetato de calcio (a) 
Acetato de cobre (a) 
Acetona anhidra (b) 
Acido acético glacial (a) 
Acido cítrico monohidratado (a) 
Acido clorhídrico concentrado (a) 
Acido peryódico (a) 
Acido rubeánico (b) 
Acido aulfhrico concentrado (b) 
Acido tricloroacético (a) 
Alcohol etílico de 96° (b)  

Alcohol etílico absoluto (b) 
Alcohol isopropflico absoluto (b) 
Alumbre de cromo (c) 
Anhídrido acético (a) 
Azul alciano 8GX (a) 
Azul de bromofenol (a) 
Azur II (Azur tipo B) (a) 
Bactocasitone (d) 
p amilana (b) 
Biotriptasa (e) 
Butano! terciario (b) 
Carbonato de potasio (a) 
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Carbón activado (c) 
Carmín de Beat (a) 
Cloroformo snlitdro (b) 
Cloruro de calcio anhidro (a) 
Cloruro mercúrico (a) 
Cloruro de potasio (a) 
Cloruro de sodio (a) 
Dicromato de potasio (a) 
E.D.TA. disódico (b) 
Formo! (b) 
Fotolito de potasio dibásico anhidro (a) 
Foafato de potasio monobásico anhidro (a) 
Fosfato disódico anhidro (a) 
Fosfato monosódico anhidro (a) 
Fosfato monobásico de sodio monohidra- 
tado (a) 
Fosfato monobásico de potasio anhidro (a) 
Fucsia,* básica (a) 
Galocianina (a) 
Gelatina (b)  

Glicerina (a) 
Glucosa (b) 
Hemalum de Mayer 
Hipoclorito de sodio (b) 
Hidroxido de amonio concentrado (a) 
Metabisullito de potasio (c) 
Metano! absoluto (b) 
Piridina anhidra (a) 
Regulador de referencia pH 7 (a) 
Resina sintética (a) 
Rojo oleoso (a) 
Suero fetal estéril de bovino 
Sulfato de azul de Nilo (a) 
Sulfato de sodio (a) 
Trióxido de cromo (ácido crómico) (a) 
Tween 80 
Verde rápido FCF (a) 
Verde rápido (a) 
Xileno (b) 

Marcas de reactivo: utilizados: 

Sigma Chemical Co. USA 
Merck México, S.A. 
Mallincloadt Chemical Woilts, USA 
Difco Laboratories, USA 
Bioxon de México, S.A. de C.V. 

3.2.4 Equipos 

Balanza granataria Ohaus 
Balanza analítica Sartorius 
Cámara fotomicrográlica de 35 mm modelo 1053 F 
Centrifuga Sol-Bat, modelo J 12 
Estufa para incubación de 28°C-37°C Riossa 
Fotomicroscopio American Optical Microstar X111101'U-1-serie 
aposición Expo Star 
Reloj cronómetro General Electric 

one-ten. Con control de 
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3.3 METCIDOLOGIA 

3.3.1 ~oda para la Mecían de A. culbessoni 

1. Introducir durante 5 minutos en agua fria el tubo que contiene las amibas sembradas en el 
medio de cultivo bactocasitone (ver apéndice IV) (cuando estén en su óptimo desarrollo, 
aproximadamente 7 días de incubación) con el fin de desprenderlas de las paredes del tubo. 

2. Centrifugar a 1500 rpm durante 3 minutos. 
3. Eliminar el sobrenadado, pero conservando una mínima cantidad de liquido. 
4. Con una pipeta Pastear colocar una pequefia gota del sedimento en el centro de un 

ciabreobjetos deeengrasado y limpio (ver apéndice III). 
5. Secar en estufa a 28°C aproximadamente 5 min. evitando exceso de secado, (conservar 

húmedo el frotis). 
6. Introducir en el fijador apropiado, dependiendo de la técnica a utilizar, durante el tiempo 

óptimo, generalmente alrededor de 25 minutos, inmediatamente después del secado. 
7. Enjuagar la preparación con agua destilada. 

NOTA: El proceso de la fijación debe realizarse lo más rápido y continuo posible para evitar 
que se redondeen las amibas. Al colocar la gota en el centro del cubreobjetos, debe 
permitirse que durante el proceso de secado, los trofozoitos se sedimenten y se adhieran a 
aquél. Conviene tener una buena cantidad de amibas en un área relativamente pequetbi para 
facilita.  su localización durante las tinciones y en las preparaciones terminadas. 

3.3.2 MET•111•6 PAILA LA DETEEIMINACION DE CAILE0111IDEATOS Y 
TE/1MM 

3.3.2.1 Método del ácido peorádico de Schiff para carbohidatos (PAS) 
(34). 

1. Fijar en metanol absoluto. 
2. Lavar preparación con agua destilada. 
3. Oxidar en solución peryódica al 1%, 10 minutos 
4. Lavar con aguada la llave, 5 minutos. 
5. Lavar con agua destilada, durante 1 minuto. 
6. Sumergir en reactivo de Schiff (ver apéndice II, soluciones colorantes) 15 minutos, en la 

obscuridad. 
7. Lavar con agua de la llave, 5 minutos. 
8. Deshidratar con alcoholes del 30°, 50°, 70°, 80°, 96 y 100° 5 minutos cada vez.  
9. Pasar a una mezcla de alcohol etílico absoluto-xilol 50:50, durante 5 minutos. 
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10. Aclarar en xilol, 5 minutos. 
11. Montar en resina sintética 

Remilledc: Glucógeno paiteía-pelimoáridee, ghwelípides y débilmente íos gluceproteínas, en varios multes de 110 
púrpura. El glucógeno se libe en toso más profunda 

3.3.2.2 Método del Carmín de Best para glucógeno (34). 

1. Fijar en metano' absoluto, formol neutro 6 formol-calcio (ver apéndice II. soluciones 
fijadoras). 

2. Pasar preparación por alcohol etílico absoluto. 
3. Pasar a solución Carmín de Bold fresca (ver apéndice U, otras soluciones) por 30 minutos. 
4. Pasar a diferenciador de Beat (ver apéndice 11, otras soluciones) aproximadamente 10 

segundos 
5. Lavar en alcohol 80°. 
6. Pasar a alcohol absoluto, 5 minutos. 
7. Pasar a una mezcla de alcohol absoluto-xilol 50:50, durante 5 minutos. 
8. Pasar a xilol, 5 minutos. 
9. Montar en resina sintética 

Rendáula Glualgene es rojo más o mesa Intenso. 

3.3.2.3 Método de BauerFeulgen para glucógeno (1). 

1. Fijar en frío (4°C), con metanol absoluto o fonnol-alcohol (ver apéndice II, soluciones 
fijadoras). 

2. Pasar preparación por agua destilada 
3. Pasar a una solución de ácido crómico (trióxido de cromo) al 4%, durante 30 minutos, 
4. Lavar bien con agua de la llave. 
5. Pasar ama solución de ácido peryódico al 1%, durante 10 minutos. 
6. Lavar con agua de la llave, 5 minutos. 
7. Enjuagar en agua destilada. 
8. Sumergir en reactivo de Schiff (ver apéndice II, soluciones colorantes) 1 5 minutos, en la 

obscuridad. 
9. Lavar con agua de la llave, 5 minutos. 
10. Realizar 3 cambios de 2 minutos cada uno, en solución recien preparada de metabisulfito de 

potasio (ver apéndice II, otras soluciones). 
11. Lavar con agua de la llave, durante 5 minutos. 
12. Pasar por alcoholes del 30°, 50°, 70°, 80°, 96° y 100° 5 minutos cada vez 
13. Pasar a una mezcla de alcohol 100°-xilol 50:50, durante 5 minutos. 
14. Aclarar en xilol, 5 minutos. 
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15. Montar en resina sintética. 

Remada Chicheen' y algunas ambo ea niki Orlan. 

3.3.2.4 Método de acetilación de Lillie para comprobar la presencia de 
glucógeno. (Testigo) (19). 

1. Fijar de acuerdo al método que se vaya a utilizar después de la acetilación. 
2. Sumergir la preparación en una mezcla de anhídrido acético-piridina anhidra (ver apéndice 

II, otras soluciones) a 60°C, 4 horas. 
3. Lavar con agua destilada, al menos 3 veces, 2 minutos cada una 
4. Proseguir con el método de Schiff 
5. Deshidratar y aclarar de acuerdo al método de Schifl: 
6. Montar en resina sintética 

Reedsda Una reacción negativa daspuis de la «dilación indico que ki reacción original se debía a gnipes 1,4 
giba 

3.3.2.5 Método de digestión con saliva (diastasa) para comprobar la 
presencia de glucógeno. (T estigo)(35). 

1. Fijar según indique la técnica que se vaya a utilizar después de la digestión. 
2. La preparación se cubre durante 1.2 horas con saliva. 
3. Lavar bien con agua destilada. 
4. Seguir el método de Schiff 
5. Deshidratar y aclarar de acuerdo al método de Schiff 
6. Montar en resina sintética. 

Rendid* La recocía zape»a después de le digestión, indica proseado de curboiddruins hidiulisebles como el 
afíname o anlepectias. 

3.3.2.6 Método de McManus-Mowery para mucopolisacáridos (35). 

1. Fijar con formol-calcio o Carnoy-Jones (ver apéndice II, soluciones fijadoras). 
2. Pasar la preparación por agua destilada. 
3. Teñir con solución acética de azul de alejan() 8GX recien preparada (ver apéndice II, 

soluciones colorantes), 40 :pilados. 
4. Lavar con agua. 
5. Pasar a una solución de ácido peiyódico al 1%, durante 5 minutos. 
6. Lavar con agua do la llave, por 5 minutos. 
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7. Enjuagar con agua destilada. 
8. Sumergir en reactivo de Schiff (ver apéndice II, soluciones colorantes) durante 30 minutos, 

en la obscuridad. 
9. Lavar con agua de la llave, durante 10 minutos. 
10. Deshidratar con alcoholes del 70°, 96° y 100°, 5 minutos cada vez. 
11. Introducir en una mezcla de alcohol absoluto-xilol 50:50, 5 minutos. 
12. Aclarar en xilol durante 5 minutos. 
13. Montar en resina sintética. 

Rsialtde Ilueopelincárties ácidas ea anal anacepelimairrides asaba ea zapata. 

3.3.2.7 Método de Lillie de digestión con p ~ilesa para comprobar la 
presencia de mucopolisacáridos. (Testigo) (1). 

1. Fijar según indique la técnica a utilizar después de la digestión. 
2. Introducir en una solución de anilla en fosfato de sodio salino (ver apéndice II, otras 

soluciones), a 37°C, durante 1 hora. 
3. Enjuagar en agua destilada. 
4. Seguir el método del Carmín de Boll 
5. Deshidratar y aclarar según el método del Carmín de Best. 
6. Montar en resina sintética. 

Rendlede Las moseabsiesciss ase codean harem se Mirilla y no ze Minio OJO el Comía 

3.3.2.8 Método de Spicer para mucopolisacáridos (26). 

1. Fijar con formol-calcio o Camoy-Jones (ver apéndice II, soluciones fijadoras).. 
2. Teñir en azul de alciano 80X-ácido clorhídrico 0.1 N (ver apéndice II, soluciones 

colorantes) por 60 minutos. 
3. Enjuagar brevemente en ácido clorhídrico 0.1 N. 
4. Deshidratar en alcoholes del 30°, 50°, 70°, 96° y 100°, 5 minutos cada vez. 
5. Sumergir en una mezcla de alcohol 100°-xilol 50:50, 5 minutos. 
6. Aclarar en xilol, durado 5 minutos. 
7. Montar en resina sintética. 

Reulida Ualauleale le: laucsiuhrttaties sulaittlaz a Mea ea azul 
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3.3.3 METO SIS PAILA LA IDET111111111NACION DE ACIDOS NUCLEICOS 

3.3.3.1 Método de Einarson de la galocianina-alumbre de cromo (34). 

I. Fijar con formol 10%, Carnoy-Jones o Zenker (ver apéndice, soluciones fijadoras). 
2. Pasar las preparaciones por agua destilada, 
3. Introducir en una mezcla de galocianina-alumbre de cromo (ver apéndice II, soluciones 

coloraste.) a temperatura del laboratorio, 48 horas. 
4. Lavar ligeramente con agua destilada 
5. Deshidratar en alcoholes de 70°, 96° y 100°, 5 minutos en cada uno, 
6. Deshidratar en alcohol absoluto-xilol 50:50, durante 5 minutos. 
7. Pasar a xilol 5 minutos. 
8. Montar en resina sintética. 

Reediaie Les ácido aula»: le raen en azul dscto. Las variadas.: de pH pueden dar lagar a 	nuas 
bomba' 

3.3.3.2 Método del Azur II (6). 

1. Fijar con formo' 10%, metano! absoluto, formol neutro o alcohol-ácido (a) (ver apéndice II, 
soluciones fijadoras). 

2. Teñir a 37°C en la solución de Azur II (ver apéndice II, soluciones colorantes), 2 horas. 
3. Lavar 3 veces con agua destilada 
4. Introducir a butanol terciario durante 1 hora. 
5. Aclarar en xileno 5 minutos. 
6. Montar en resina sintética. 

(a) Para fijar con alcohol-ácido: 

Introducir la preparación a la solución de alcohol-ácido durante 30 minutos, pasar a alcohol de 
30° y 10° por 5 minutos cada vez. Enjuagar con agua destilada. 

Rendida Las íadaa auletue ee See ea oler asal-vielkee. 

3.3.3.3 Método de Feulgen para ácidos nucleicos (34). 

1. Fijar en formol 10% o Carnoy-Jones (ver apéndice II, soluciones fijadoras). 
2. Sumergir en agua destilada durante 2 minutos. 
3. Pasar brevemente a ácido clorhídrico 0.1 N a temperatura ambiente. 
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4. Introducir en ácido clorhídrico 0.1 N a 60°C, durante 8 minutos .  

5. Introducir en reactivo de Schiff (ver apéndice II, soluciones colorantes), 30 minutos, en la 
obscuridad. 

6. Escurrir el exceso, 
7. Contrastar con verde rápido (ver apéndice 11, soluciones colorantes), 5 segundos. 
8. Deshidratar en alcohol del 70°, 96°, 100°, 5 minutos en cada uno. 
9. Sumergir en una mezcla de alcohol 100°-xilol 50:50, por 5 minutos. 
10. Aclarar en xilol, 5 minutos. 
11. Montar en resina sintética. 

Ilisuble MADI se rae en Mes párpure-nijims. El cdeplusuiti, eu vente. 

3.3.4 1118TOINIS PARA LA IMITE111UNACION IDE LINDOS V TESTIGOS. 

3.3.4.1 Método de Lillie-Surtner para lípidos neutros (19). 

1. Fijar con formol 10% (ver apéndice II, soluciones fijadoras). 
2. Pasar la preparación por agua destilada, durante 2 minutos. 
3. Teñir con solución isopropilica de rojo oleoso recientemente filtrado (ver apéndice II, 

solucione. colorantes) a 37°C, 2 horas. 
4. Sumergir en Henudum de Mayer sin diluir 3 minutos. (puede omitirse) 
5. Lavar en agua corriente (si se tate con Hemalum de Mayer). 
6. Diferenciar brevemente en isopropanol de 60° recien preparado. 
7. Enjuagar en agua destilada 10 minutos. 
8. Montar en gelatina-glicerina. 

Rendida Lípido; ea ojo. Si se usa el cobraste de coulnisle (unalum) los núcleos se leúinán de azul 

3.3.4.2 Método de Fradsen para la extracción de lípidos neutros con 
metanol-cloroformo. (Testigo) (36). 

1. Fijar en formol 10% (ver apéndice II, soluciones fijadoras). 
2. Sumergir la preparación en una mezcla de metanol absoluto-cloroformo iudiidro 50:50, a 

60°C por 30 minutos. 
3. Seguir la técnica de Lillie-Burtner a partir del paso 2. 

Resabie La artniociía serví completa y as habni micción mitin a lípidos. 
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3.3.4.3 Método de Lillie del sulfato de azul de Nilo para ácidos grasos 
(19). 

1. Fijar en formol 10%, formo! calcio o formol neutro (ver apéndice II, soluciones lijadoras) a 
4°C. 

2. Lavar la preparación en agua destilada 
3. Teñir en la solución de sulfato de azul Nilo (ver apéndice II, soluciones colorantes), 20 

minutos. 
4. Lavar bien en agua corriente por 10 minutos. 
5. Montar en gelatina-glicerina. 

Resabido: Acido grasos en azul obscura amos neutros de rosa a ruja 

3.3.4.4 Método de la acetona para comprobar la existencia de ácidos 
grasos.(Testigo) (19). 

1. Fijar de acuerdo al método del sulfato de azul de Nilo. 
2. Pasar a acetona a 4°C por 60 minutos. 
3. Seguir el método del sulfato de azul de Nilo a partir del paso 2. 

Resabido La artnicciba evitiní una rsoccién cabildo. 

3.3.4.5 Método de Holczinger para ácidos grasos (34). 

1. Fijar en formo! calcio a 4°C, o formo! 10% (ver apéndice II, soluciones fijadoras). 
2. Tratar las preparaciones con solución de acetato de cobre (ver apéndice II, otras 

soluciones) 3 horas a temperatura ambiente (20°C aproximadamente). 
3. Lavar no más de 10 segundos dos veces en solución de EDTA disódico a pH 7.1 (ver 

apéndice II, otras soluciones). 
4. Lavar en agua destilada, 10 minutos. 
5. Sumergir en solución de ácido nibeánico-alcohol absoluto (ver apéndice II, otras 

soluciones), 30 minutos. 
6. Lavar en alcohol de 70°, 3 minutos. 
7. Lavar en agua destilada 
8. Montar en gelatina-glicerina. 

Rendioda Les ácidos ornas se bahía en color vente negruzco. Si se uso como tildar el formal-calcio se requiere 
un titimaleab previo con HCI I N, l boro a 22°C. 
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3.3.4.6 Método de la acetona para comprobar la presencia de ácidos 
grasos. (Testigo) (34). 

1. Fijar de acuerdo a la técnica de Holczinger. 
2. Sumergir en acetona anhidra a 4°C, 60 minutos. 
3. Seguir la técnica de Holczinger a partir del paso 2. 

Ilssullada La eatraocis osa sodio Maní una oxiden ooksids. 

3.3.5 111111T011418 PARA LA IMERMINACION DL PROTEINAS 
TwiricOS. 

3.3.5.1 Método de Chapman del azul de brornotenol-mercurio para 
proteinas (34). 

1. Fijar en formo' 10% o Carnoy-Jones (ver apéndice II, soluciones fijadoras). 
2. Pasar la preparación a agua destilada. 
3. Teñir en solución de azul de bromofenol-cloruro mercúrico (ver apéndice U, soluciones 

colorantes) 15 minutos a temperatura de laboratorio. 
4. Lavar en ácido acético al 0.5%, 20 minutos. 
5. Sumergir en solución reguladora de fosfatos a pH 6.4 (ver apéndice II, soluciones 

reguladoras) durante 3 minutos. 
6. Deshidratar en alcohol 80°, 5 minutos. 
7. Deshidratar en alcohol 100°, 5 minutos. 
8. Introducir en una mezcla de alcohol absoluto-xilol 50:50, 5 minutos. 
9. Aclarar en xileno, 5 minutos. 
10. Montar en resina sintética. 

Resellado: La mayoría de las potelaas aparecen ea azul duo (iolease) o azul grialoco. Puede haber voriacioues del 
rojiza depeadieado de la onamakocia de ;Mofan 
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3.3.5.2 Método de Ab« y Geschwind del verde rápido para proteínas 
básicas (37). 

1. Fijar en Carnoy-Dones o formo' neutro (ver apéndice II, soluciones fijadoras).  

2. Lavar las preparaciones en agua destilada. 
3. Sumergir en solución de ácido tricloroacético al 5% en baño Maria hirviendo, 10 minutos. 
4. Lavar en alcohol del 70°, 3 veces, 10 minutos cada vez. 
5. Lavar en agua destilada 
é. Pasar a verde rápido recién preparado (ver apéndice II, otras soluciones), al 0.1% durante 

30 minutos. 
7. Lavar en agua destilada 5 minutos, 
8. Lavar en alcohol 95° rápidamente. 
9. Deshidratar en alcohol 100°, 5 minutos. 
10. Pasar a una mezcla de alcohol absoluto-xilol 50:50, 5 minutos. 
11. Aclarar en blof 5 minutos. 
12. Montar en resina sintética. 

Resellada El núcleo se tí» especiliatmenle (emasolowa). Las proteínas básicas se bien en vede a vente mina 
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CAPITULO lir 



RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1 RESULTADOS 

Las fotomicrograflas se realizarón con fotomicroscopio American Optical Microstar 
(XH11OTU-1-serie one-ten), con control de exposición Expo Star y cámara fotomicrográfica 
de 35 mm modelo 1053 F. 

Carbeiddrats• 

Método do: Schiff del ácido peryódico (PAS). 

Resultados obtenidos: Fijación en metanol absoluto. Citoplasma vacuolado, con gránulos 
de color rojo violáceo intenso, gruesos y finos, numerosos, distribuidos en todo el citoplasma. 
En algunos trofozoitos se observaron ocupando la periferia del citoplasma y muy rara vez 
acumulados en alguna región localizada en el contorno de éste. En otros, los gránulos eran muy 
gruesos, escasos y casi nunca se encontraron invadiendo los acantopodios; en general, en la 
periferia. 
Se apreció un fondo de color rosa en el citoplasma que se extendía a los pseudópodos; las 
vacuolas y la zona nuclear situada generalmente en la región central del trofozoito, sin teñir (ver 
foto No. 1). 

Método de: Carmín de Best. 

Resultados obtenidos: Fijación en metanol absoluto. Citoplasma vacuolado teñido en rojo 
carmín. Las vacuolas confluyen unas con otras dejando entre si travéculas tinas de citoplasma 
de color rojo. En ocasiones se observó una gran vacuola y una masa circular citoplasmática 
densa de unas 5-8 micras, algo más colorida que el resto del citoplasma y granulaciones. En los 
trofozoltos en los que no se vió el citoplasma tan profusamente vactiolado, se apreciaron 
algunas granulaciones dispersas, pero en número muy reducido, en tono rojo y más intenso que 
el citoplasma. Algunas amibas lisadas, mostraron el citoplasma disperso con granulaciones 
uniformes esféricas. Los acantopodios se tiñeron también del mismo color que el citoplasma 
(ver foto No. 2). 



Método de: Bauer Feulgen. 

Resultados obtenidos: La fijación a temperatura ambiente en metanol, mostró a los 
trofozoitos con citoplasma muy vacuolado, con vacuolas de distinto tamaño, algunas grandes, 
teñidas de color rojo violáceo recortando las vacuolas más pálidas y apreciándose 
granulaciones medianas y finas en la trama citoplasmática, más numerosas en la periferia, 
algunas muy pesas, pero no formando una banda granular tan distinta como en el caso de la 
fijación con FA en filo, ya que ésto fué mas bien raro. Los acwitopodios se observaron de color 
rosa violáceo. En el citoplasma rara vez se distinguió una o dos estructuras circulares, más 
densamente teñidas que el resto del citoplasma (ver foto No. 3). 

Resultados obtenidos: En la fijación con FA a 4°C los trofozoitos se observaron 
vacuolados, con las zonas intervacuolares de color rojo violáceo muy pálido, destacándose en 
la periferia del citoplasma una banda de numerosas granulaciones circwidantes, densamente 
teñidas de color violeta, bastante uniformes en tamaño, de grosor medio, que invadían el 
interior del citoplasma en número muy reducido. Los acantopodios se apreciaron de color 
violeta y algunos mostraron granulaciones en su parte basal. En ciertas amibas notamos algunas 
granulaciones violetas muy gruesas; en éste caso, angulosas, polihédricas, que fueron muy 
evidentes en partes del citoplasma en que se observara este extendido, formando lóbulos. 

Método do: ACETILACION de Lillie para la determinación de carbohidratos por PAS. 
Testigo 

Resultados obtenidos: Fijación en metano' absoluto, Loa trofozoitos se mostraron 
negativos a la reacción de carbohidratos por el método de Schiff Se observó el citoplasma 
vacuolado, incoloro y los acantopodios hialinos. En el citoplasma se apreciaron algunas 
granulaciones que se presentaron como cuerpos de pequeño tamaño, refringentes y transparentes 
(ver foto No. 4). 

Método de: DIGESTION de Lillie con saliva para la demostración de carbohidratos 
(PAS). Testigo. 

Resultados obtenidos: Fijación en metano' absoluto. En los tr-ofozoitos tratados con saliva 
durante 1 hr, el citoplasma se observó ligeramente rosado, prácticamente sin granulaciones, 
vacuolado, con acantopodios muy pálidos. En otros se distinguieron estas características, pero 
destacó una estructura circular teñida en rosa intenso, en otras rosa pálido, que pudiera 
corresponder a una vacuola o quizá al núcleo, con un contenido positivo al Schiff, pero 
resistente a la acción de la ptialina Esta estructura no se advirtió en las amibas teñidas (sin 
tratar con saliva). El citoplasma de los trofozoitos mostró una matriz esponjosa vacuolada, 
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cuyas travéculas aparecieron del color rosa mencionado y, desde luego, desnudos de 
granulaciones (ver foto No. 5). 

Método de: DIGESTION de LIllie con saliva para demostración de glucógeno por el 
método de Carmín de Best. Testigo, 

Resultados obtenidos: Fijación en metanol absoluto. El tratamiento con ptialina de la 
saliva durante 1:30 hr, mostró una digestión parcial. Los trofozottos se apreciaron generalmente 
vacuolados, destacándose una gran vacuola La tinción citoplásmica se observó más o menos 
uniforme, extendiendose a los acantopodios, que se apreciaron más bien de color rosa pálido. 
En ocasiones se distinguió una masa central o excéntrica, redonda, ligeramente más teñida que 
el resto del citoplasma que quizá corresponda al núcleo. No se vieron granulaciones en la 
mayoría de las células amibianas (ver foto No. 6). 

ilkosippolisasárldes 

Método de: McManus-Mowery. 

Resultados obtenidos: Fijación en CJ. Los trofozoitos se observaron de contorno 
irregular, algunos con filopodios bien definidos, largos y en otros cortos. En algunos de ellos se 
destacó una zona citoplásmica periférica teñida de rosa pálido. Citoplasma vacuolado, con 
fondo rosáceo, granulaciones citoplásmicas finas, gruesas y muy gruesas, redondas u ovales, 
éstas últimas de color magenta. Algunas granulaciones en azul claro, color que apreciarnos en 
algunos casos bordeando la célula y los acantopodios. Las granulaciones magenta; de acuerdo 
con el método, corresponden a mucopolisacáridos neutros y las andes a los ácidos (ver foto 
No. 7). 

Método de: Spicer. 

Resultados obtenidos: Fijación en CJ. Trofozoitos ovales, redondeados, con bordes 
angulares, mostraron en su mayoría los acantopodios típicos teñidos, en algunos ejemplares, en 
azul muy pálido en el extremo terminal y algo más obscuro en el extremo de su origen, dándole 
a ese borde el aspecto aserrado. El citoplasma muy vacuolado se observó teñido de un color 
azul turquesa brillante, a veces exhibiendo una vacuola grande, incolora o muy débilmente 
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coloreada de azul con el borde teñido un poco más que el resto, dejando ver la iniciación de los 
pseudópodoa filiformes como zonas triangulares, sin que se presentasen granulaciones u otro 
tipo de estructuras. En algunos trofozoftos se vió diferente densidad del color, generalmente 
mayor hacia la periferia y en algunas áreas internas del cuerpo amibiano. El núcleo no fité 
visible (ver foto No. 8). 

Método 	DIGESTION de Mis con (3-amilasa para demostración de 
mucosubstanclas (MacMenus-Mowery). Testigo 

Resultados obtenidos: Algunos trofozoltos fijados con Carnoy-Jones y digestión con 11-
anúlela, se observaron redondeados y otros con pseudópodos filiformes. El citoplasma en las 
amibas más grandes se vió vacuolado, en forma de una retícula teñida de color rosa pálido, con 
los pseudópodoa y el contorno azul muy pálido. De acuerdo con lo visto, interpretamos que 
hubo im efecto digestivo en materiales con componentes carbohidrato, aunque ésta digestión no 
fié total, por hallarse en algunas tinción rosácea, que indica persistencia de dicho material (ver 
foto No. 9). 

Asido. wilelsea 

Método de: Einerson de le gslocisnine-alumbre de cromo. 

Resultados obtenidos: La fijación con Zenker, dió lugar a trofozoitos circulares u ovales, 
de contornos irregulares, donde se pudo apreciar bien el punto de partida de los acantopodios 
como zonas triangulares, que rodeaban a las amibas para luego alargarse y hacerse delgados. El 
citoplasma se observó granuloso, vacuolado, aunque no se distinguieron en todos los casos los 
límites de las vacuolas, algunas de las cuales eran muy grandes. Citoplasma teñido de violeta 
azuloso, con granulaciones más o menos finas, del mismo color que el citoplasma, algo más 
densas en la periferia del núcleo o, incluso en la del endosoma, éste en tono violeta obscuro, 
redondo, grande, rodeado de una zona circular anida azul. A veces se vió alrededor del 
nucleolo un anillo pálido que lo bordeaba. Algunas células se notaron binucleadas. 

Resultados obtenidos: Con fijación en F10, los trofozoitos se presentaron redondeados, 
ovales, con contornos irregulares, citoplasma vacuolado grumoso, teñido de violeta-grisáceo, 
con algunas granulaciones citoplasmáticas de color violeta obscuro. Acantopodios violeta 
obscuro en su inicio, pálidos en su longitud. Núcleo grande con un tono violeta, más obscuro 
que el resto del citoplasma, con una zona perinuclear clara y difusa, violeta-grisácea. La masa 
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obscura malee/ correspondió al endosoma, que está embebido en la zona más pálida, pero que 
tiene contorno circular. MAMO amibas se observaron binucleadas (ver foto No, 10). 

Resultados obtenidos: Los trofozoltos fijados con CJ se observaron redondeados u 
ovoides, con derredor irreguler, los acantopodios teñidos de violeta-grisáceo pálido; 
citoplasma del mismo color, vacuolado, reticulado, con algunas zonas citoplaamáticas 
periféricas grenuloeas, difusas, y otras más densas, con gránulos escasos, generalmente entre las 
vacuolas o el contorno. El núcleo se observó violeta-grisáceo, más intenso que el resto del 
citoplasma, con una zona perinucleer clara y difusa. 

Método do: Azur II. 

Resultados obtenidos: Fijación en F10. Trofozottos con citoplasma azul violeta, 
vacuolado, algunos con una o dos vacuolas muy grandes ligeramente teñidas. Se observaron 
granulaciones generalmente finas, algunas gruesas en color violeta intenso (como el endosoma) 
en el citoplasma, rodeando a las vacuolas y perfilando al núcleo, No se diferenció claramente 
entre ectoplasma y endoplasma. Los filopodios se encontraron finos y generalmente codos, sin 
nimuna otra estructura, salvo en el punto de emergencia del citoplasma, en donde estaban 
ligeramente más teñidos que en el resto, que se vió prácticamente incoloro. El núcleo, 
claramente visible, estaba bien limitado del citoplasma, con posición central o subeentral, con 
un endosoma grande densamente coloreado en violeta, de contorno circular en la mayoría de las 
amibas, ovalado, arriñonado, ó con derredor ondulado. Entre la membrana y el nucleolo se 
apreció un halo clero en violeta muy pálido, que permite destacar claramente al nucleolo o 
endosoma. Algunas células se presentaron binucleadas. 
Los trofozoitos nioalraron marcadas diferencias en su tamaño, los más pequeños con periferia 
circular o polibédrica pero en general fié circular u oval (ver foto No. 11). 

Método de: Feulgen. 

Resultados obtenidos: Fijación en F10. Trofozottos de formas irregulares, polihédricas, 
contornos en signaos aserrados, con citoplasma vacuolado tenido de azul verdoso con unas 
zonas más densas que otras. Núcleos en color 'Tangente muy pálido, algo más densos hacia la 
periferia; contorno circule'. (ver foto No. 12). 
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Lípido§ 

Método de: Lillie-Buitner para »idos neutros. 

Resultados obtenida: Fijación en F10, Los trofozoltos se observaron de forma oval, 
irregular, con un citoplasma granuloso fino, tenido de anaranjado verdoso, con gotitas finas y 
grumo di color rojo intenso dispersas en el citoplasma. Algunas de estas gotas mostraron 
refringencia anaranjada. En varias amibas se apreciaron numerosas gotillas, si bien en otras 
fueron escame o carecieron de ellas; otras, en cambio, presentaron cúmulos de las gotitas de 
lípido', formando sal una masa »linde en color rojo característico del colorante. 
Ea algunas células el borde se vio aserrado, que suponemos corresponde al punto de partida de 
algunos acantopodios, ya que estos no fueron aparentes (ver foto No. 13). 

Método de: Fradsen para la extracción de »Idos neutros con metanol-cloroformo 
por el método de llille-Buttner. Testigo. 

Resultados obtenidos: Fijación en F10. Loe trofozoitos se observaron redondeados, 
ovales, con bordes 'aplome, ligeramente aserrados. El citoplasma se presentó sin estructuras 
defmidas, refringente y sin las gotitas de lípidos que se apreciaron en las preparaciones 
positivas (ver foto No. 14). 

Método de: Sulfato de azul de Nilo de L'Hit) para ácidos grasos. 

Resultados obtenidos: Fijación en F10. Los trofozottos se observaron en forma ovalada, 
con contorno redondeado, anguloso, aserrado. Citoplasma teñido en azul muy pálido, con 
vacuolm que se apreciaron débilmente. En otros, no en todos, se distinguieron gránulos de 
diferente diámetro, finos y grumo, irregulares en la periferia, de color azul obscuro (ver foto 
No. 15). 

Método de: Acetona para comprobar la exitencia de ácidos grasos por el método 
sulfato azul de Nilo de Lillie. Testigo. 

Resultados obtenidos: Fijación en F10. No se apreciaron diferencias entre la pn►eba 
original y el testigo, ya que ambas se tiñeron por igual en color azul muy pálido, por lo que 
consideramos negativa la prueba 
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Método de: Holczinger para ácidos grasos. 

Resultados obtenidos; Fijación en F10. Las amibas se observaron ovales, redondeadas, 
con contornos lobulados y algunos aserrados. No se apreciaron los acantopodiow, el citoplasma 
se mostró vacuolado con zonas intervacuolares más obscuras a veces algo más claras hacia el 
derredor, presentidos* como reticulado, de color verde negruzco. El núcleo tenido más 
intensamente indicó una zona periférica circular no continua, con apariencia granulosa dejando 
ver una zona central algo más densamente Cedida. 
En algunos trofozottos con ~filicida algo más pálida, pudimos distinguir bien esta morfología 
del núcleo, temiendo una fina banda circular alrededor más o menos regular, a veces en forma 
contínua, y una masa circular mixta, difiwa en tomo al núcleo, coloreada más intensamente que 
éste, de verde negruzco (ver foto No. 16). 

Método de: Acetona para comprobar la presencia de ácidos grasos por el método de 
Holczinger. Testigo 

Resultados obtenidos: Fijación en F10. Los testigos de las amibas se observaron con un 
citoplasma tenido muy pálidamente, prácticamente incoloro, dejando ver solamente la testurn 
grumosa y vacuolada del citoplasma sin coloración (ver foto No. 11). 

Prelleíass 

Método de: Chapman del azul de bromotenokmercurio. 

Resultados obtenidos: Los trofoz,ortos fijados con CJ se presentaron con el contorno 
redondeado, oval, irregular, con citoplasma teñido de azul con algunas zonas Illát; clarín; que 
otras, generalmente menos intensas hacia la periferia del trofozofto. Se observaron nwnerosas 
granulaciones dispersas en el citoplasma finas y gruesas, redondas, en color azul obscuro (ver 
foto No. 18). 

Resultados obtenidos: Los trofozoftos fijados con F10 se observaron redondeados u 
ovales, algunos con contornos ligeramente aserrados sin que se apreciasen clanwiente los 
acantopodios. El citoplasma se mostró en azul pálido, vacuolado, a veces con 1 o 2 vacuolas 
muy grandes y en aliamos con granulaciones gruesas y finas de color and obscuro localizadas 
más hacia la periferia en algunas áreas del citoplaama. Estas granulaciones no se vieron en 
todos los trofozottoi, aunque el citoplasma en muchos de ellos indicó zonas mis coloreadas que 
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otras. Se hallaron amibas binucleadas en muy baja proporción (menos del 1%). El núcleo se 
presentó en la mayoría de las células como una mancha redonda u oval y en ocasiones con 
derredor irregular en azul intenso, en muchos casos uniforme en toda el área del núcleo pero 
también exhibiendo una zona central algo mío teñida, difusa hacia la perilria En otros casos 
esta zona más teñida era más concreta dejando ver un halo más claro en su alrededor. Todavía. 
distinguimos algunas células en las que el perfil del núcleo estaba bien delineado como una 
banda delgada azul más obscura que el citoplasma, pero menos densa que el cuerpo central 
redondeado, correspondiente posiblemente al endosoma o nucleoto. En algunos trofozottos 
apreciamos ésta disposición del contorno nuclear con una masa central pequeña teñida con la 
misma intensidad que dicha banda 

Método de: Alfert y Geschwind del verde rápido para proteínas básicas. 

Resultados obtenidos: Fijación en FN. Los trofozoitos se presentaron redondeados, 
ovales, pequeños, con un citoplasma verde pálido vacuolado. El núcleo se observó como un 
cuerpo de contorno circular, denso, teñido de verde más obscuro que el citoplasma. En otros 
apreciamos un halo incoloro circundando al núcleo. No se vieron otras estructuras (ver foto No. 
19). 

Como referencia se tomaron fotograflas de Aavithantoeba adbertsati (ver foto No. 20) en 
fresco para observar su estructura general. 
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4.2 DISCUSION 

Se usaron diferentes tipos de fijadores de acuerdo a los componentes a investigar y según los 
métodos para su identificación. Se reportan los resultados obtenidos con la iiplicación de 
fijadores y métodos más apropiados que demostraron con más claridad la presencia de los 
componentes buscados. Los trofozoitos provinieron de cultivos :Milicia] entre 5 y 15 días. 
La identificación de carbohidratos se hizo con base en el desarrollo del color rojo magenta con 
el Schiff-ácido periódico que tiñó el citoplasma con diferentes tonalidades y granulaciones con 
color magenta intenso. La aplicación de enzimas hidrolizantes de los carbohidratos  o por 
acetilación con anhídrido acético-piridina eliminó una gran proporción de éstos materiales 
granulosos o que se hallaban en el citoplasma, pero no totalmente en algunos casos, lo cual 
indica que quiza hubieron carbohidratos unidos a otros grupos moleculares, como ciertos 
proteín-carbohidratos, con enlaces resitentes a estos tratamientos. 
En la determinación de mucopolisacáridos (proteín-carbohidratos) se aplicaron métodos para 
poner de manifiesto mucopolisacáridos sulfatados, neutros o ácidos, que de acuerdo con los 
métodos deberían mostrar coloraciones distintas. Con el método de Spicer, el azul alejan() 8 
OX coloreó todo el soma amibiano con distintas tonalidades de ese color; sin embargo, con el 
método de Mc Manus-Mowery se presentó coloración roja y azul. Levandowsky y Hutner (38) 
refieren que se han hecho estudios sobre recubrimientos del plastnalema de trofbzoítos de 
Acantkontoeba spp. usando el azul de alelan y el rojo de rutenio en métodos de microscopia 
electrónica, que dieron reacción a materiales similares a un mucopolisacárido, pero diferente al 
glicocalix mucoide de algunas amibas grandes. Esta evidencia podría explicar las reacciones 
positivas que hallamos para los mucopolisacáridos, en particular con el método de Me Marius-
Mowery, donde observamos un recubrimiento periférico que implicó a los acantopodios y que 
se tiño de azul con el colorante. De acuerdo con éste mismo método, se describe que la Unción 
en rojo de algunos elementos citoplaamáticos corresponde a mucopolisacáridos neutros y los 
azules a los ácidos. 
El resultado que se obtuvo con la aplicación de la 0-amilasa, en el sentido de una reacción de 
digestión importante pero no total, quizá indique que persistieron mucosubstancias (protein-
carbohidratos) no digeribles, lo cual concuerda con la persistencia de algún carbohidratos 
cuando se aplicó la digestión para demostrar su presencia. 
Los lípidos, que se presentaron en forma de gotillas dispersas 011 el citoplasma o confluyendo 
en algunos casos para formar gotas más gruesas, han sido claramente descritas en la 
microscopia electrónica por varios autores (2). La cantidad de éstos componentes finé variable 
y se ha señalado que aumenta en la fase quística (3) quizá como un proceso do conservación de 
material energético de reserva. Pero probablemente las diferencias en la cantidad de lípidos 
que observamos no se deban a que los trofozoitos estuviesen cercanos a fonnar quistes, en 
virtud de las características de los medios de que se obtuvieron, ya que su edad y 
mantenimiento nos inclinan a pensar que no hubo detrimento de estos ni alteraciones 
ambientales que pudiesen haber influido. También los ácidos grasos han sido reportados en 
trofozoltos de A ainthamoeba  spp. en estudios de microscopio eletrónica, y que nosotros hemos 
podido corroborar en nuestras determinaciones citoquímicas, las que por el grado de reacción, 
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nos permiten señalar que las cantidades no eran despreciables, En la literatura se cita que, 
generalmente, éstos ácidos son insaturados (2,13). 
El gran contenido de proteínas que representa en los trofozoitos la presencia de estn►cturas del 
citoesqueleto, las membranas, enzimas diversas, etc. explican la intensidad de la reacción a las 
proteínas. Es probable que las granulaciones observadas con el método utilizado correspondan 
a organelos particulares, como podrían ser, quizá, mitocondrias o vesículas con éstos 
materiales. La misma diferencia de coloración que se notó en el citoplasma podría explicarse 
por concentraciones variables de proteínas, que cuando son muy abundantes toman el color azul 
que tiende al rojizo cuando su cantidad es reducida. 
En el núcleo tiré posible demostrar la presencia de proteínas básicas (histonas) removidas del 
ácido ribonucleico, mediante el ácido tricloroacético y su tinción con el verde rápido. 
Los ácidos nucleicos investigados con el uso de los 3 métodos mencionados en los 
procedimientos, dieron resultados positivos con algunas variaciones en la forma en que se 
manifestaron. Aquí intervinieron, probablemente, los distintos fijadores usados que fueron el 
F10, CJ, metanol absoluto, FN, AA y Zenker, así como los materiales empleados en la tinción. 
En las amibas del género que nos ocupa, se ha observado por microscopia electrónica la 
presencia de ácido ribonucleico citoplasmático del retículo endoplásmico granuloso, al que 
puede haberse debido entre otros elementos, la tinción positiva con los diferentes métodos, Así, 
el ARN nuclear que corresponde al endosoma, fué evidente con todas ellas. Igualmente 
podemos señalar que parte de éstas tinciones citoplasmáticas pueden haber correspondido a la 
presencia de ARN extranuclear. En cuanto al ADN nuclear, Levandowsky y Hutner (38) señalan 
que se ha reportado que la cromatina que queda entre la membrana nuclear y el endosoma, es 
decir, en el espacio "claro" que circw►da al endosoma en nuestra!) tinciones, y que 
correspondería a la región donde se halla la cromatina, ésta no puede identificarse con claridad 
en la microscopia óptica y electrónica. Probablemente, la forma en que ésta cromatina se 
presentó en el núcleo de las amibas teñidas no nos permitió identificarla claramente, 
pericibíendose tan sólo ésta zona "clara" con una tinción parduzca con la galocianina y el Azar 
II que podría corresponder a su presencia Solamente pudimos corroborar la existencia de 
cromátina con el método de Feulgen, pero en forma muy discreta, tiñéndose el material 
derivado del ADN en un color rojo muy pálido, aunque Page y Rafalko usaron éste método 
clásico para observar la cromatina (38) obtendiendo resultados satisfactorios. 
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CONCLUSIONES 

1. Mediante la aplicación de métodos citoqulmicos para niicroseopia óptica, pudimos poner 
de manifiesto la presencia de algunos componentes en los trofozoltos de A. adbertmml 
procedentes de cultivos axénicos. 

2. Fueron identificados materiales del tipo carbohidrato, entre ellos el glucógeno, substalicias 
mucopolieacáridsá, Jipidos, ácidos grasos, proteínas y ácidos nucleicos. 

3. Estos componentes encontrados en la célula amibiana A. culbertsoni se pudieron 
correlacionar en parte con lo encontrado por otros autores en estudios de microscopio 
electrónica 

4. Estos estudios pretenden contribuir al conocimiento de la composición bioquímica de las 
amibas de vida libre, en éste caso A. adberisoni. 
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ILPIE1VDICEIS 



Foto No. 1, 1000x.5x, Determinación: carbohidratos (método de 	 Foto No. 2. 10008.5x. Determinación: glucógeno (método de Carmin 
PAS), Fijada en: metanol absoluto 15 minutos, Cultivo de: 8 días. 	 de Best), Fijada en: metanol absoluto 30 minutos, Cultivo de: 5 días. 
Montada en: resma 	 Montada en: resina 

Foto No. 3, 1000x.2x. Determinación: glucógeno (método de Bauer- 	 Foto No. 4, 1000x.5x. Testigo de: carbohidratos (método de 
Fculeen), Fijada en: metano) absoluto 20 minutos a temperatura 	 acetilación). Fijada en: metano' absoluto 30 minutos. Cultivo de: 6 
ambiente, Cultivo de: 15 días. Montada en: resina 	 días. Montada en: resina 



Foto No. 5, 1000x.5x, Testigo de: carbohidratos (método digestión 
saliva-PAS), Fijado en: metanol absoluto 20 minutos, Cultivo de: 15 
días, Montada en: resina 

Foto No. 7. i000x.2x, Determinación de: mucopolisacáridos neutros 
y ácidos (método de Mc Manus-Nlowery), Fijada en: CJ 30 minutos, 
Cultivo de: 7 días, Montado en: resina 

Foto No. o, 1000x.5x. Testigo de: glucógeno (método digestión saliva-

Carmín de Best). piada en: metanol absoluto 30 minutos, Cultivo de: 
10 días. Montada en: resina 

Foto No. 8. l000x 2x. Determinación de: mucopolisacáridos 

(método de Spicer). Fijada en: CJ 20 minutos. Cultivo de: 5 días, 

Montada en: resina 



Foto No. 9. I000x.5x, Testigo de: mucopolisacáridos (método 
digestión 13-amilasa), Fijada en: CJ 30 minutos, Cultivo de: 7 días, 
Montada en: resma 

Foto No. 11, 1000x.2x, Determinación de: ácidos nucleicos (método 
de Azur II). Fijada en: FIO 30 minutos. Cultivo de: 11 días. 
Montada en: resina 

Foto No. 10, 1000x.2x, Determinación de: ácidos nucleicos (método 
de Einarson), Fijada en: FIO 30 minutos, Cultivo de: 7 días, 
Montada en: resina 

Foto No. 12, 1000x.2x. Determinación de: ácidos nucleicos (método 
de Feulgen). Fijada en: FIO 30 minutos, Cultivo de: 11 días. 
Montada en: resina 



Foto No. 13, I000x.2x, Determinación de: lípidos neutros (método 
de Lillic-Burtner), Fijada en: FIO 30 minutos, Cultivo de: 12 días. 

Montada en: gelatina-glicerina 

Foto No. 14, 1000x.2x.Testigo de: lípidos neutros (método de Fradsen 
metanol-clororoformo). Fijada en: FIO 30 minutos. Cultivo de: 12 
días, Montada en: gelatina-glicerina 

Foto No. 15, 1000x.2x, Determinación de: ácidos grasos (método 	 Foto No. 16, 1000x.2x.. Determinación de: ácidos grasos (método de 

Azul Nilo de 	Fijada en: FIO 20 minutos, Cultivo de: 7 días. 	 Holezinger), Fijada en: F10 20 minutos. Cultivo de: 5 días. 
Montada en: gelatina-glicerina 	 Montada en: gelatina-glicerina 



Foto No. 17. 1000x.2x. Testigo cíe: ácidos grasos (método de la 
acetona), Fijada en: Fl O 20 minutos, Cultivo de: 5 días. Montada 
en: gelatina-glicerina 

Foto No. 19. 1000x.2x, Determinación de: proteínas básicas 
(método de Alfert y Geschwind), Fijada en: FN 30 minutos, Cultivo 
de: 9 días. Montada en: resina 

Foto No. 18. 1000x.2x, Determinación de: proteínas (método de 
Chapman), Fijada en: Cl 30 minutos. Cultivo de: 9 días. Montada 
en: resina 

• 	
1 

Foto No. 20, 1000x.2x, Cultivo fresco de .4. culbensoni con 6 días 
desarrollo, en medio axénico 13actocasitona. 



II IIIIIOLUCICINEIZII  

Colorantes 

Awid allskeas • Chi 

Disolver en 100 ml de ácido acético al 3%, 1 g de azul alciano 80X. Ajustar el pH a 2.5. 
Filtrar. 

shisaellIGIráside oleribldrise 

Disolver en 100 ml de ácido clorhídrico 0.1 N, 1 g de azul de alciano 8GX. Filtrar. 

And 4. breiseiesel 

Disolver 10 g de cloruro mercúrico en 100 mi de alcohol de 95°. Después, incorporar 0.1 g de 
azul de bromofenol y agitar hada que esté bien mezclado. Filtrar. 

Ano II (Ame «pe a) 

Disolver 25 mg de azur II (azur tipo B), en 100 ml de regulador Me Ilvaine con pl i 4 (ver 
apéndice II, soluciones reguladoras). Filtrar 

Cariga la Wel oesmatrade 

Disolver en 60 ml de agua destilada, 5 g de cloniro de potasio y 1 g de carbonato de potasio. 
Una vez disuelto, agregar 2 g de Carmín de Best y llevar a ebullición por 5 minutos. Enfriar y 
filtrar. Al filtrado filo, agregar 25 ml de hidroxido de amonio concentrado, dejar madurar 24 
horas. Guardar en refrigeración. 
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Oinieekedaweluebre de creso 

Disolver en SO ml de agua destilada 150 mg de galocianina. Agitar durante 1 minuto, filtrar y 
descartar el filtrado. El papel con el residuo, introducirlo en 50 ml de alumbre de cromo al 5% 
en agua deutilada. Poner a ebullición en baño Maria por 30 minutos. Enfriar, filtrar y ajustar a 
un pH de 1.6 con ácido clorhídrico al 1%. 

Disolver 500 mg de rojo oleoso en 100 ml de alcohol isopropilico puro. Para uso inmediato 
tomar de ésta solución madre 25 ml y mezclar con 25 ml de agua destilada. Filtrar y mantener a 
37°C al momento de usar. 

Odie» sed de Lie 

Disolver 50 mg de adato de azul de Nilo en 99 ml de agua destilada, y posteriormente agregar 
con cuidado 1 ml de ácido aulfitrico concentrado, agitar hasta que este bien incorporado y 
filtrar. 

Vedo rápido 

Disolver 500 mg de verde rápido en 100 ml del alcohol etílico de 70°. Filtrar. 

Fijadoras 

Aieelekíselde (AA) 

Mezclar 1 parte do ácido acético glacial con 2 partes de etanol absoluto. 

Onewerjesso (J) 

Mezclar 10 ml de ácido acético glacial, 60 ml de alcohol etílico absoluto y 30 ml de 
cloroformo anhidro. 
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(to 4 
Formiel 10% (F 10) 	

"11 
	►  

Mezclar 10 ml de formol concentrado (38.40%) con 90 ml de agua destilada. 

reeseeleleebel (FA) 

Disolver 50 mg de acetato de calcio en una mezcla de 90 ml de alcohol etílico absoluto y 10 ml 
de formol concentrado (38.40%). 

Feriad *club (Fas) 

Disolver 1.1 g de cloruro de calcio anhidro en una mezcla de 90 ml de agua destilada y 10 ml 
de formo! concentrado (38-40%). 

Nema medre e ereetigeede (FM 

Disolver 0.4 g de fosfato monobásico de sodio monohidratado y 0.65 g de fosfato disódico 
anhidro en 90 ml de agua destilada. Una vez disueltos, agregar 10 ml de formo' concentrado 
(38-40%) y mezclar bien. 

ienlier 

Disolver en 100 ml de agua destilada 5 g de cloruro de mercurio, 2.5 g de dicromato de potasio 
y 1 g de sulfato de sodio. De ésta solución madre, tomar 95 ml y mezclarlos con 5 ml de ácido 
acético glacial, al momento de usarse. 
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Reguladoras 

Seleelás ve geledere de eitveteledale pa 84.1 

Disolver 2.10 g de ácido cítrico monohidngado en 100 ml de agua destilada. Aparte, disolver 
2.839 g de fosfato diaódico anhidro en 100 ml de agua destilada. 
Tomar 2.75 ml de la solución de ácido cítrico y mezclarlos con 97.25 ml de la solución de 
fatigo disódico. Ajustar pH a 8-8.1. 

regidadees de liedelee 11.42 x pa 11.11 

Disolver en 100 ml de agua destilada 2.75 g de fosfato monosódico anhidro. Aparte, disolver 
en 100 ml de agua destilada 2.83 g de fosfato disódico anhidro. 
De la solución de fosfato monosódica tomar 46 mi y mezclarlos con 4 ml de la solución de 
bato disódico; agregar después SO ml do agua destilada. Filtrar y ajustar el pH a 6.0. 

fase M regibellees 4. ledalee 1142 a pa 11.4 

Disolver 2.84 g de t'afilo disódico anhidro en 100 ml de agua destilada. Aparte, disolver 2.76 
g de fosado monosódico monohidratado ea 100 ml de agua destilada. 
Tomar 26.5 ml de la solución de fosfato disódico y mezclarlos con 73.5 ml de la solución de 
fotfato monosódico y llevar a un volumen de 200 ml con agua destilada. Filtrar y ajustar el pH 
a 6.4. 

MleniKa reidadere de Píe Web* 

Mezclar 24.6 ml de ácido cítrico 0.1 M con 15.4 ml de fosfato de potasio dibásico anhidro 0.2 
M. 
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Otras soluciones 

Dliareadraier pero el Cendal ele lest 

Mezclar 8 ml de alcohol etílico absoluto, 4 ml de alcohol metilico absoluto y 10 ml de qua 
dedada 

asselfres el. $. (da De Tomei) 

Disolver 1 g de fuella bario' en 200 ml de agua destilada hirviendo. Agitar 3 minutos y enfriar 
exéctamsnta a 50°C. Filtrar y sarape al filtrado 20 ml de ácido cloitddrico 1 N 
(aproximadamente $6 m1/1000 m1). Enfriar a 25°C y agregar 1 g de metabiaulfito de potasio (o 
sodio). Guardar en la obscuridad durante 14.24 Ir. Agregar 2 g de cebón activado y agitar 
anote 1 mildo. Filtrar. Mantener en la obscuridad a 4°C. Dejar que alcance la temperatura 
del laboratorio ates de tour. La solución debe ser incolora o muy ligeramente amarillenta 

Disolver 5 mg de acetato de cobre, en 100 ml de agua destilada. 

$.I Mm Mide esimoisisimilsshel abseisis 

Disolver 30 mg de ácido nibeinico, calentando ligeramente en 35 ml de alcohol etílico 
absoluto. Despuee airear 15 ml de sitia destilada y mezclar bien. 

asismata ir Oso" de Peat 

Mezclar 15 ml del colorante 011=111de Bel concentrado con 12.5 ml de amoniko concentrado 
y 12,5 ml de alcohol metálico absoluto. Filtrar. 
Nota: Esta solución dita solamente de 2.3 semanas y sólo se usa una vez. 

Mtwiím la sualádride 

Mezclar 16 ml de anhídrido acético con 24 ml de piridina anhidra 
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lielmiás dio p eadlembhalete de medie ~libe 

Disolver en 50 ml de solución reguladora de fosfato con pH 6 (0.02 M) (ver apéndice II, 
soluciones reguladoras), 400 mg de clonro de sodio y SO mg de p-amilana. 

Selawilia do Lall'a glidellio• (stlindlimila• Ilstrawleds dimódli») 

Disolver 50 mg de E.D.T.A. disódico en SO ml do agua destilada Ajustar pH a 7.1 

Ileimiós do ausimbirdlits do plumier • indio 

Mezclar 5 ml de metabioulfito de potasio o sodio al 10%, 5 ml de ácido clorhídrico 1 N y 90 
ml de agua deatilada. 

Seiseiás Ovado rápido 

Disolver 0.1 g de verde rápido FCF en 100 ml de solución reguladora de curato fosfato, a pH 
8-8.1 (ver apéndice II, soluciones reguladoras). Filtrar, 

III "LAVADO DE MATERIAL DE VIDRIO PARA EL MANEJO 

DE Acanthiunoebd 

pum liewer poiembletei y inabreeldiles 

1. Sumergir el material en una solución de ácido clorhídrico al 5%, por un día. 
2. Pasar a una solución de hipoclorito de sodio al 3% aproximadamente, de 2.3 horas. 
3. Después introducir a una solución de Tween 80 al 1%, más o menos 1 hora 
4. Numar bien el material con agua destilada. 
5. Secar con un trepo limpio sin pelusa, 



Rába* poma lkevor lamben 

1. Lavar los tubos con agua de la llave. 
2. Introducir en una solución de ácido clorhídrico al 1%, por 1 día. 
3. Enjuagar bien con agua de la llave. 
4. Después enjuagar bien con agua destilada. 
5. Dejar escurrir hasta que estén secos. 

IV "CULTIVO DE Acanthamoekt 

Medie de indlive laistseaudiess, DIO» 

Disolver en 100 ml de agua destilada 2 g de medio de cultivo Bactocasitone y esterilizar a 1 
kg/cm 2  (15 lb pulga) durante 15 minutos. Mantener en refnigeración hasta que se ocupe. 

Medie de eiddire de in 

Disolver en 100 ml de agua destilada 1.66 g de biotriptasa, 0.27 g de glucosa, 0.15 g de fustigo 
de sodio dibásico aohidro y 0.09 g de fosfato de potasio monobásico anhidro. Esterilizar a 1 
kg/cm' (15 lb pulga) durante 15 minutos. Mantener en refrigeración hasta que se ocupe. 

Miedo de ciad» do eadbee 

1. A un tubo limpio de (12 x 1.5 cm), con tapón de rosca, agregar 2.7 ml de medio de cultivo. 
2. Esterilizar a 1 Kg/cma (15 lb pulga) durante 15 min. 
3. Guardar en refrigeración hasta el momento en que se vaya a sembrar. 
4. Dejar que alcancen la temperatura ambiente antes de sembrar. 
5. Para las resiembras, en condiciones estériles, agregar 0.5 ml de suero fetal estéril de 

bovino. Después agregar más o menos 8 gotas del medio de cultivo con amibas. 
6. Incubar a 28°C, aproximadamente 7 días. 
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