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RESUMEN" 

El cultivo axénico de Entamoeba hi stolrti ca se usa ampliame nte en 

la investigación en amibiasis experimental. La precisión y el rigor 

con que se real i cen estos estudios de investigación depende a s u vez 

de la calidad de los cultivos axénic os empleados . Con el objeto de 

estandarizar y optimizar la calidad de los cultivos axénicos de E. 

histolytica, hemos evaluado la capa cidad que para sus tentar el creci­

miento amibiano t i enen los dos principales componentes del medio TPS-1 , 

el Panmede (extracto de hígado bovino importado de I nglaterra) y el 

suero de origen animal , cuya calidad es inconsistente de lote a lote. 

También nos propusimos, como ot ro objetivo de este trabajo , desarrollar 

un proceso de elaboración de un extracto de calidad consistente, que 

pudiere sus t i tuir al Panmede (SP) como componente del medio TPS-1. 

Al evaluar 15 lotes de Panrnede, corroboramos que su calidad variaba 

ampl iamente y por primera vez obtuvimos datos cuantitati vos al respec­

t o . Mediante la elaboración de 32 lotes diferentes de SP, que se fueron 

produciendo con procesos a los que se i ntrodujeron mod i f i caciones 

s ucesivas basadas en la calidad de l os lotes previos , desarrollamos 

un pr ocedimient o pa r a obte ner e xtracto de hígad o bov i no que confiere 

al medio TPS-l las siguientes c ualidades : a) soporta e l cre cimiento 

amibiano a inóculos menores, b) da mayor es rend imientos, c) permite 

mayores velocidades de crecimiento y d ) es consistente de lote a lote , 

por lo que pt:ede reemplazar con ventaja al Panmede c omo componente 

x_í i 



del medio TPS-1 . Al analizar el efecto de l suero s obre el crecimi ento 

de _!::_. histolyUca (cepas HMl, HM2, HM3, HM38 y HK9) encontramos que 

el crecimiento amibiano depende del lote de suero y que t a nto la canee.!!_ 

traci6n óptima de suero como los parémetros de crecimiento son caracte­

rísticos de cepa y también dependen del lote de suero. Por lo tanto, 

la calidad del cultivo axénico de E. hi s tolytica depende principalmente 

de: a) l a cali dad de los lotes de Panmede, b) la calidad de los lotes 

de suero y c) la concentraci6n de suero . Por lo tanto, la estandariza­

ci 6n de los protocolos de resiembra específicos para cada cepa de 

E. histolytica s6lo puede l ograrse con lotes def i nidos de Panmede 

y suero de buena calidad; para establecerlos proponemos un método 

basado en los resultados y experiencias obtenidos con este trabajo. 

xiii 



1\lTRODUCC10N 

A. Amibiasi s 

Definición e Impor tanc:!.a 

La amib i asis es una infecc i.Ón de humanos causad a por e l protoz oari o 

parásito Entamoeba hi s t oly tica . La fo r ma clínica más frecuente de 

amibiasi s es la intestinal . Ocasionalmente los parásitos a trav i esan 

la muc osa intestinal y d i stribuyé ndose po r vía hen1atógena dan lugar 

a la fo r ma extrainte s t i nal que casi siempre provoca graves complica­

ciones (Brand t y Pérez-Tamayo 1970) . 

La amibiasis ocurre ap roximadamen te en el 10% de la po blación mu.!!_ 

dial en todas las regiones del planeta, por lo que se le considera 

la má s cosmopoli ta de t odas las e nfermedades pa r a sitarias (Markell 

y Vog e 1984). Su frecuencia puede determi~arse objeti vamente a través 

de estudios serológicos (i. e., detecci.Ón de antic1;erpos contra .!';_ . 

histolvtica en el suero) . El porce nta je de sueros humanos con niveles 

de t ectables de tales an ticuerpos en una extensa encuesta serológica 

realizada en Méx i co f ue de 5.95; es t a encues ta incluyó a 19 ,44 2 ind ivi­

duos residentes en l oca l id ades di stribuídas e n todas las regiones 

geoeconómi cas y ¡zeorr:ó r ficas de la República Mexica na; en toda s las 

po blaciones estudiadas hi.:bo casos positlrns, lo que demues t ra la end e ml_ 

cidad del padcci1roi.21 t0 en el t erritor io nacional (G utié rrez y col. 

1976). 



2 

Morfología v Ciclo de Vida del Parásito 

Durante el ciclo de vi~da de }:;_ . his t olytica se producen cambios en 

l a morfología que generan las do s fo rmas del parásito : el quiste y 

el t r ofozoíto . 

El trofozoíto es una célula dinámica y pleomórfica cuya forma y 

movilidad es extremadamen t e sensible a los cambios fisicoquímicos 

de l ambiente; se desplaza unidirecc ionalmente por medio de protrusio­

nes ( lobopodios) del ci toplasma que pueden formarse en cualquier punto 

de la superficie del organismo . En general, los trofozoítos tienen 

forma elongada , presentan lobopdd ios y una región uroide. Poseen una 

membrana plasmática y su citoplasma se divide en dos porciones : una 

zona exte rna o ectoplasma hialino que da lugar a los µseudópodos, 

y una zona inte r na o endop lasma, fi nament e granular y con vacuolas. 

El trofozoíto es un inucleado y se multiplica por fisión binaria. Las 

amibas obtenidas directamente del hígado o de lesiones intestinales 

son generalmente mayores midiendo e ntre 20 a 40 )Jm, mientras que 

las de heces no disentéricas o de cultivos miden 7 a 30 )Jm (Martinez­

Palomo 1982; Brandt y Pérez-Tamayo 1970 ) . 

El quiste , forma inmóvil relat ivamente resisten t e al ambiente ex ter­

no, e s la fa se infe ctante del parásito. Es r edondo o ligerament e oval , 

mide 8 a 20 )Jm de diámetro y c ontiene 1, 2 rf 4 núcleos. El quis­

te madur0 típ icamente es tetranucleado (se fo rma después de dos 

di visiones sucesivas, a parti r de quistes unlnuc leaaos) . Hasta ahora 

no hay un método que perm~ta ~nduc ir el enquistamiento de E. 

histol y_t:js~ en 

<lucibl e . 

cu ltivo ax~nic o forma conistente y re pro-
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Dia gnóstico 

El diagnóstico de la amibiasis se basa en la historia cJ ín i ca y se 

confirma en el l aboratorio . Entre los da t os de laboratorio destacan 

el análisis microscópico , el cult ivo y la serología (Kudo 1971) . El 

examen microscópico se r ealiza median t e la observación direc ta de 

trofozoí tos en el caso de mues tras de heces obteni das de pacientes 

con amibiasis aguda ( t écnica de la "platina caliente" ) o bier., iden­

tificando quistes tetranucleados en concentrados de heces de pac ie.!!_ 

tes con amibiasis c rón ica . La serología es par ticula rmente Út i l para 

el diagnóstico de la ami biasis extraintes tinal (Eldson- Dew y col . 

1971) y para estudios epidemiológicos . 

Para reali za r estos e s tud i os ser ológicos indiv i duales con pro pósitos 

diagnósticos y para estudios seroep i demi ológicos , se requier e antígeno 

amibiano que se ob t iene de trofozoítos culti vad os axé nicarnen t e (Diamond 

1980) . En México , estos estud ios se r ealizan con fre cuencia empleando 

antígeno arnibiano producido y distri buido po r emp r esas transnacionales . 

B. Cult ivo de Entamoeba histoly tica 

El cult ivo amibiano se ha venido practicando y modificando desde hace 

más de 60 afia s . Su evolución ha generado tres sis tema s: el polixénico 

(en el que l as amibas c recen en asociación con la flora bacteriana 

intestinal) , el monoxén i co (en el r¡ue las amj_bas están asoci ada s a 

una sola espec ie de microorganismos) y e l axén ico ( en el que las amiba s 

crecen en a usencia de cualqui er otro t ipo de r.licroorga nj_smos ) . 

l\unq ue se ha escrito mucho a l respecto, sólo unos pocos estud ios 
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infl uye r on directamente pa r a los ava nce s que pe rmitieron el c ult ivo 

axénico de ! · hi s tolytica. 

Cultivo Polixénico 

Boeck y Drbohlav iniciaron el cult ivo de ! · histolytica en 1925 . Para 

ello desc rib i eron dos medios difásicos : LES y LEA , ambos preparados 

con una sola capa inclinada de huevo coagulado y una fas e supe rior 

acuosa con solución de Locke y suero (LES) u ovoaHúmina (LEA) . El 

c r e cimiento amibiano se obtuvo en prese ncia de la flora bacteriana 

que acompaña ba al inóculo de ma teria fe cal . El medio LES (con mod if ica-· 

c iones) se sigue usando amµ liamente en la actualidad . 

Dobel.l y Laidlaw (1926) r1odificaron e l me dio de Boeck y Drbohlav 

reemplazando la capa de huevo de los med ios LES y LEA por s ue ro c oag u­

la do para producir el medio HSre + S . Además, introdujeron el uso 

de granos de arroz como fuente de carbohidra tos, co n los cua 1 es el 

crecimiento amibi ano me joró y se favo reció el enquistamie nto . Actualmen 

te, la harina de ar roz se adiciona a todos los medios de c ult i vo en 

los que el crec i miento amibiano ocurre junto con el de l as bacte r ias 

asociada s . 

En 1930, Cleveland y Sande r s sustituyeron la fase sólida que e ra 

prepa r ada c on huev o o suero, por una capa de infusión de hígado y 

peptoagar . 

Robinson (1968) ideó un meriio en el que la fa se sólida se pr eparaba 

con aga r l a liquida con bioti:-iptasa , e rj_t romici na , h;irLna de arroz 

y suero . Este medio se usa con fr ecuencia pa ra e l diagnósti co ele la 

am.L bias i s . 

Se han de sarrol lado varios medio s lí411i.dos rno nof' ;:Ísicos . Un o que 
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es ampliamente usado es el de i nf usión de yema de huevo, propues to 

po r Balamuth y Sandza (1944) . En 1982 , Diamond desc rib ió un nu e vo 

medio monofásico que con tiene tr ipticas a , extrac t o de hígad o , mucina 

gás trica y suer o (medio TYSGM-9) . El medio TYSGM-9 pued e ser usado 

tanto par a el primocultivo amibiano como para el manteniui-.ento por 

subcul t i vos sucesivos . Alg unos medios como los de Boeck y Drbohlav 

(medio LES ) , y el de Dobell y Laidlm; (HSre + S) ; son út:.1.es pa rn 

el aislamie nt o y subcult.L vo de o t ros pr o tozoarios intestinales además 

de E. histolyt ica. 

Cultivo Monoxénico 

El cultivo de ! · histolyti ca con una especie de mi croorganismos asocia­

dos se realizó pri ncipalmente con el objeto de l ogr ar el cultivo axéni ­

co . 

Cleveland y Sa nder s ( 1930) fueron los pimeros en cultivar ! · histo­

lytica mono xé nicamente . Trofozoítos ai s lados de abcesos hepát icos 

que habían sido producidos e xpe rimenta lmente en gatos , f ueron cult i va­

dos en presencia de cad a una de 13 es pecies bac t e rianas en e l medio 

difásico de i nfusión de hígado- peptoagar . 

Rees y s us colaborador es ( 1941 ) cultivaron monoxénica mente ! · hi sto­

l ytica en asociación con cada una de 12 especies bacterianas ; iniciaron 

los cultivos c on quistes obtenidos por microaislami e nt o de cultivos 

pol i xénicos . El mejor c recimiento amibiano l o ob tu vie ron mediant e 

l a asociació n con Clostridium oerf ringe ns . 

Las i nvestigaciones de Jacobs llevaron a Shaffer y colaboradores 

a desa rrolla r e l medio Shaffer-Frye ( S- F) en 1948. En este proced imien­

to preacond icionaban med i o líquido de t i oglicolato mediant e • c ceci-



6 

miento de la especie bacte r iana anaeróbica Fusobacterium s ymbios um . De~ 

pués , eliminaban por centrifugación la mayoría de l as bacterias y 

adicionaban penicilina al inóc ulo amibiano para controlar el crecimien­

to de las bacterias. El medio S- F modif i cado por Reeves, Meleney, 

Frye , Mackdade y Shaffer (Reeves 1957) es ampliamente usado para el cul_ 

ti vo monoxénico de É!· histolyt ica , E. hi to lyt ica-like, É! · invadens, 

E. coli y Trichomonas vaginalis . 

Phillips (1950) sus t i t uyó por Trypa nosoma cruzi_ a las bacterias aso 

ciadas en e l cultivo monoxén i co de É!· hist6lytica . Poste r io rmente , los 

cult ivos amiba-tripano soma tambi én se lograron con quistes amibianos 

ob t e nidos por micromanipulación de cultivos pol i xénicos (Phillips 1962) . 

Diamond (1961) empleó amibas asociadas con un tr ipanosomátido (Cr ithidia 

sp.) para iniciar el cultivo axénico de E. his t oly t i ca . 

Cultivo Axénico 

McConnachie ( 1962) reportó el crecimiento axénico de E. invadens en un 

medio líquido autoclaveabJ~ que contenía tri psicasa, Panmede y glucosa . 

El primer cultivo axénico de É!· histolyt i ca se rea l izó en el medio 

difás ico TTY-S- CEEM qu e consis t:í.a en una capa só l ida de agar nutri t ivo 

y una s emisó lida de caldo s uplementado con extracto de embrión de pollo 

(fresco o her vido) y una mezcl a de vitaminas. Resultó de poco valor 

práctico debido a su na t uraleza difásica y a s u largo tiemµo de pre­

pa ración ( Diamo nd 1961) . 

Otro med ~o difásico pa r a el cultivo axénico de _I. histolytica fue 

e l de Wi ttne r (1968) l lamado medio CAA , igual e n com posic1Ón y pre para­

ción al 1' fY- S- CEEM per o que incluía además casamimoácidos , lactoalbúmi­

na , ácido merca ptosuccinico y rezarsurina. En comparac~Ón co n el medjo 
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difás ico de Diamond , en este medio el crecimiento amibiano era más 

rá pido y daba mejo r es r e nd i mientos . 

El medio TPS-1 (cont iene tri pt i casa , Panmede, suero y mezcla vitamí ­

nica 107) se ideó para iniciar y mantener el cultivo axénico y se 

caracteriza por su claridad , ausencia de partículas gruesas y fácil 

pre pa rac ión (Diamond , 1968) . En este medio la amibas eran cosechadas 

fáci lmente y pod í an ser contadas au tomáticamente , con l o que fue posi ­

ble el cultivo amibiano masivo (Diamond , 1968) . 

Sin embargo , la inconsistencia en la calidad de los lotes de Panmede 

empleados para pr eparar el medio TPS- 1 llevó a formular el medio 

TYI-S- 33 (Diamond y col. 1978 , Diamond 1980) . En éste , el Panmede 

se reemplazó con e xtracto de levadura y el med io ba sal fue suplementado 

con suero, vitamina B
12

, ácido t ióc t ico y la mezcla vitamínica Tween 

80 . Además de E. his tolvtica , han sido culti vad as tanto en TPS-1 como 

en TY I -S- 33 las siguientes especies de Entamoeba : E. invadens , E. 

his tol yt ica-like (La redo ) , ~· terrapinae , _g_ • .Q.ar r eti y _g_ . moshkovskii . 

Gillin y Diamond ( 1978) desarrolla r on un método para el c r ecimiento 

clonal de _g_ . his tol ytica y otras especies de Entamoeba en medio 

TYI-S-33 s emisólido (Gi llin y Diamond 1978) , que es parL i cularmente 

6til par a la cuantificación de la viabilidad amibiana (Diamond, 1983) . 

Características del Medio de Cultivo TPS-1 

Los do s medios mono f ásicos con los que se cuenta actualmente para 

el cultivo axénico de _g_. hi s tol vt i ca (TPS- 1 y TYI- S-33) son de calidad 

inconsistente, l o que provoca a veces dif icul tades en el cult ivo 

(D iamond y col . 1978 ; Diamond 1980 ; R. López - Revilla , comuni cación 

pe rsona l ) . 
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Aunque en las fórmulas originales los medios TPS-1 y TYI-S-33 se su 

plementan ambos con las mezclas vitamínicas 107 y el segundo con Tween 

80 (Diamond 1968, Diamond y col. 1978) dichos suplementos no son necesa 

r íos para obtener cultivos de calidad (R. López-Revilla, J. Rodríguez­

P.éez , R. Cano-Mancera, datos no publicados). Ambos medios para el culti­

vo axénico cuentan entre sus componentes esenciales al suero de origen 

animal; el TPS-1 contiene además un digerido de hígado bovi no (Panmede) 

que se produce solamente en Inglaterra y el TYI-S- 33 contiene ex trac­

to de levadura. 

Si bi en Diamond y cols. (1978) elaboraron el medio TYI-S-33 con 

el objeto de mejorar y sustituir al TPS-1, la experiencia en el labora­

torio en e l empleo de ambos medios ha demostrado que el medio TPS-1 

sustenta me jor el crecimiento amibiano. 

El suero es ampliamente utilizado en la prepa rac ión de med ios de 

culti vo enriquecidos. Consta de una gra n diversidad de especies molecu­

lares incluidas en una matriz proteínica-acuosa mediante uniones iónj,_ 

cas e hidrofóbicas , en complejos apropiados para la nutrición celular 

(Coriell 1973). Las propiedades estimulantes del crecimiento varían 

en diferentes lotes de s uero, de manera que el lote que soporte excele.!!_ 

temente el crecimiento de una línea celular puede no hacerlo pa ra otra 

(Coriell 1973). 

Para el cultivo amibiano axénico se usa suero de caballo o de bovino 

(adulto, de ternera, o fetal) . Diamond y col. (1978 ) recomiendan el 

cultivo amibiano axénico en los medio TPS-1 o TYI-S-33 suplementados 

rutinar iamen t e con suero al 10 o 15% ( v / v), según los requer imientos 

de las cepas . 

Las peptonas promueven el desarrollo abundante de una amp l i a var ie-
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dad de microorga nismos. El Panmede e s una pe pto na ob ten id a po r hidróli-

sis enzimá t ica de homogenad os de hígado bov ino . Es soluble en agua 

y contiene ami noácidos , péptidos , proteosa s , ácidos nuc le icos, minera-

les, vitaminas (ácido nicot:í.ni co , ácid o pantoténico, piridoxina , bioti 

na, ácido fól ico , c ianocobalamina) y carbohid ra tos . 

Desafortunadamente, l a ca l idad del Panmede (f a br i cado en Ing l a te rra 

por Paines & Byrrie Ltd . ) es inconsistente y e s cada vez más di fíc i l 

conseguir l ot es adecuados del mismo (Di amond y col . 1978; Di amond 

1980; R. Ló pe z-Revil la, comunicac ión personal). 

No hay r efe r enc ia en la literatura sobre el proceso de elaborac ión 

del Panmede comercial. Sin embar go, Tripath i y col . (1974) produjeron 

a escala de laboratorio un sustituto de Panmede (para el cultivo axéni 

co amibiano) de mediana calidad empleando papaíria para la hidrólisi_s 

enzimát ica de hígado de cabra o búfalo . 

Mantenimiento de los Cultivos Axénicos 

Las cepas de E. histolytica ea cult ivo ax énj co se mantienen mediante 

subcultivos o r esiembras suces ivas. 

El cultivo axéni co de E. his tolytica e s fas t idi oso debido a que l os 

trofozoítos son muy lábiles a los cambios ambientales y de los compone_!!_ 

tes del medio de cultivo. Por ello, el mantenimiento de los cultivos re 

quiere del control constante del crecimiento ami biano. 

La s elección de los cul tivos usados corno fuente de i nóculo pa 1a 

cada nu evo s ubcul tivo es crí tica. Los culti vos adecuados para la resie!!! 
# 

bra de ben; 1) encontrarse en fase l ogarítmi ca , 2) t ener ami bas refrin-

gentes , pr edominantemente uninuc leadas , con bastante homogeneidad 

en s u t a ma ño , 3) tener a la mayoría de las amibas adheridas a la 
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s uperficie i nterna de los recipient es de cultivo, o unidas entre ellas 

fo rmando grumos peq ueños , 4) casi no contener trofozoítos muer tos ( las 

amibas muertas poseen un citoplasma al tamente granula r y contraído) o 

lisadas, y 5 ) es t ar l i bres de contaminac ión . 

Protocolos de Resiembra 

L§pez-Revil l a y Rodríg~ez-Báez (1981) mos tra,ron la importancia de l os 

~r~tocolos de resiembra para el mantenimiento de los culti vos axénicos 

e~~ bianos . Ellos r egistraron y analizaron l a dispe rsión de inóculos y 

r~i:¡dimientos en cultivos de la cepa HK9 hechos con inóculos no control.§!_ 

qo§ y encont rar on variacione§ potables (has t a de 100 veces ) en las mag-

HiFudes de l a dens i dad de los i nóculos y de los rend i mien tos . Cuando es 

ea~lecieron un pro t ocol o de r esiembra en el que l~ cepa HK9 podía rese_l!l_ 

prarse rut i nariamen t e cada cuatro días con 100 ami bas/ml encontraron mí 

fli~a. g~spersión en los r e nd imientos . 

!,.as cepas cult i vadas axénicamente tiene n parámetros de crecirr.iento 
/ 

Elf ecterísti cos , que permi t~n estandariza r tanto l os procedimientos ge-

p~f~les de cultivo como los protocolos de r esiembra de cada cepa para 

~a!'.)tener en Óptimas condic iones la calidad de los cultivos ( López-

Rev~lla , Rod r íguez-Báez 1981) . Los criterios que deben defini r se para 

establecer un protocolo de r esiembra son: 1) la velocidad de creci mien-

to exponenc i al, 2) l a dens idad de saturac i ón (o re ndimiento) de los cul 

tivos y 3) la velocidad de muer t e cel ular que sigue a la fase estacion.§!_ 

ria . A par tir de estos parámetros es pos ible defi nir e l inóculo y 

e l t iempo de incu bación que permi tan ob t ener los máximos r e ndimientos y 

velocidades de cr ec i miento en las r esiemb ras s ucesi vas de cada cepa 

amibiana . 
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OBJEJ'flfOS 

A. Objetivo General 

De la calidad de los cultivos axénicos amibianos depende en última 

instancia la calidad del trabajo de investigación en amibiasis experi­

mental. Por ello, el objetivo general de este trabajo fue explorar 

la posibilidad de estandarizar y optimizar el cultivo axénico de ~­

histolyti ca, para lo cual fue necesario evaluar la capacidad que tie­

nen para sustentar el crecimiento amibiano los dos principales compone.!!_ 

tes de origen animal del medio TPS-1 ( Panmede y suero) . 

B. Objetivos Par ticulares 

Los objetivos particulares de este traba jo fueron: 

1. Evaluar la calidad del Panmede como componente del medio TPS-1. 

2. Desarrollar, a escala de laboratorio, un procedimiento controlado 

para producir un sustituto de Panmede de calidad consistente. 

3. Evaluar el efecto del lote y de la concentración de suero sobre 

el crecimiento amibiano. 

4. Definir un mecanismo para establecer protocolos de resiembra especi 

fi cos de cepa. 



12 

MATERIALES 

A. Cepas Amibianas 

Se usaron trofozoí tos de cinco cepas de K· histolytica de nuestro 

laboratorio: HMl: IMSS , aislada en 1967 de una úlcera rectal e n un 

paciente mexicano con disentería amibiana (Diamond y col. 1974); 

HM2 : IMSS , a i slada en 1965 de l exudado de una lesión ulce rosa de un 

paciente c on r ec tocolitis amibiana (De la Torre y col. 1974) ; HM3: I MSS , 

aislada en 196 7 de un abs ceso hepá t ico amibiano (De l a Torre y col. 

1974); HM38 : IMSS, aislada en 1982 de Úlcera r ecta l y drenado de un 

abceso hepático (De la Torre, comunicación personal); y HK9: NIH aisla­

da en 1951 de material proctoscópico de un prisionero de guerra norc.2_ 

reano (Diamond 1968). 

B. Componentes del Medio de Cul tivo 

El hígado bov ino se adquirió e n el Rastro de Ferrería ( Azcapo zalco, 

D.F. ) o en e l Rastro Viejo (Inguarán, D.F. ) . Se usa r on ocho lotes 

de s uero norma l de caba llo; tre s fuero n de origen come r cia l ( Biocel, 

Laborat orios Myn y Microlab) y c i nco f uerun prod ucidos en el labora­

tor io , con sa ngr e ob tenida en e l Rast r o de Iz t apalapa (lo t es 831, 

832 , 833 , 852A y 8528) . 
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C. Reactivos 

Freel Diggins , Ge rent e Gene ral ele Pa lnes & By rne Ltd . donó genero­

samente 13 lotes ele Panmede a Rubén López -Revil la (Nos . 675065 , 689029 , 

693011 , b93014, 693017, 697053 , 697054 , 697055 , 697057 , 697059 , 697061, 

700057, 700050); los lotes 646007 y 652008 de Panmede se adq uirieron 

come r cialmente. La pe ptona de caseína purificada de obtuvo de Bioxon 

de Méx ico , S . A. ; la c a se ína (Casec), de Mead .Jvhnson de ~léxico , S . A; 

la organosilina (Prosil-28 ) de P. C. R. Research Chemicals , I nc .; l a 

papa ína pul ve r izada se com pró en la farmacia París , S , A, (México, 

D. F . ) . De Sj.gma Chemi cal Company (St . Louis, EE . UU. ) se obtuvieron 

glucosa , L-c isteína , ác i do ascórbico, tri ps i na y ditionita . De J . 

T . Baker de México , S .A. se obtuvieron ácido trlcloroa cético y fosfato 

de potasio monobásico y dibásico . 
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METO DOS 

Algunos mét odo s que se descr i ben a cont inuaci6n son los que se usan 

ac t ualmente e n el labora torio y se basan en unos 12 años de exper iencia 

con l os cult i vos axénicos amibi anos . 

A. Preparaci6n del Medio Basal TP 

La composici6n de l medio TP corresponde a la f6rmul a desc r ita por 

Diamond (1968), s implificada en su preparaci6n y compos ici6n por López-

Rev i lla y Rodrí guez- Báez (1981) . 

Preparación del medio basal (TP) : 

l. Pesar g/500 ml 

Peptona de caseína 5 . 0 

Pa nmede 10.0 

Glucosa 2 . 5 

L-cisteína 0. 5 

Ac . asc6rbico 0 . 1 

NaCl 2. 5 

KHzP04 0.3 

K
2

HP04 0.5 

2 . Mezc lar los componentes y adicionar 100 ml de agua bidesti l ada 

estéril , ag i tar has ta di solve r l os . 

3 . Centrifugar la me zcla e n t ubos Falcan cónicos el e 50 ml a 2500 _g_ 

durante 5 min . 

4 . Agregar agua bidest i l ad a hasta com pl e tar un vol ume n de 500 ml. 
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S. Ajustar el pH a 7.0 con NaOH lON . 

6 . Dis t ribuir volúmenes de 11 ml a tubos de cultivo (Py r ex) de 16 

X 125 mm con tap6n de rosca . 

7 . Esteril i zar los tu bos durante 15 mi nutos a 20 lb/pulg
2

. 

8 . Después de este r ilizar , cerrar bien los tubos, e tiqueta rlos y almace 

narlos a temperatur a ambiente (por no má s de do s semanas) . 

B. Preparaci6n y Alma cenamiento de Suero 

El suero comerc ial se r ecibi6 congelado y se almac en6 inmedia t amente 

a - 20ºC. También se us6 s uero elaborado en el labo r atorio, que se 

almacenaba a la misma temperatura . 

El volumen míni mo que se descompl ement6 para ser usado e n l os exper_i 

mentas fue de 800 ml y se pr epar6 de la manera siguien t e : 

1 . Cada f r asco de suero se desco ngel6 por inmersi6n en un baño de 

agua a 37ºC . 

2 . Para descomplementar el suero, cada frasc o se sumergía en un baño 

a 56ºC dura nte 30 min y se agitaba ocasionalment e (El s ue ro s e 

coagula y se inu tili za si se calient a a 60ºC o más) . 

3. Bajo condiciones asé pticas, en una campana microbio l 6gica se colo­

caban vol úmenes de 10 ml de suero descomp l emen t ado en vi ale s de 

cultivo estériles de boca ancha con tapón de rosca ( Wheaton, de 

20 ml), o de 20 ml en botel l as de bor osilicato con ta p6n da rosca 

(Pyrex) . 

4 . Los f r a scos cun el sue ro des complementado se i ncuba r on 5 días a 

36 ºC par a pr oba r su esteri l i dad . Se descar ta r on los frascos con 
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suero turbio contaminado . 

5 . Al terminar satisfac toriamente la prueba de esteri l idad , se cubrió 

el cuello con cinta adhesiva ( "masking" ) y los frascos se etiqueta­

ron detallando el tipo de suer o , númer o de lote , iniciales perso­

nales y fecha de la de scomplementación y envasado . 

6 . Los frascos de sue r o descomplementado se a l macenaron a - 20ºC hasta 

el momento de usarse . 

C. Cultivo Axénico de Amibas 

Precauciones Durante el Cultivo 

El cultivo axénico de ami bas se realizó con la s i guien te serie de 

manipulac iones prec i sas, con el propósito de evita r la contaminación 

y asegurar el buen crecimien t o amib iano : 

1 . Se lavaron perfectamente las manos hasta los codos con jabón de 

tocado r antes de iniciar l a resiembra. 

2 . La su per fi cie de trabajo y la campana microbiológica se limpiar on 

con dodecil sulfato de sodio (SDS) al 1% y una t oalla desechable 

de papel antes de la resiembra. 

3 . Todas las manipulaciones se hicieron en una cam pana mic r obiológica 

en la que sólo las ma nos del ope rador entraban en el área estéril . 

4 . Nunca s e manejó más de una cepa simultáneamente e n la campa na , 

para evita r la po s i bilidad de con taminaciones cruzadas entre l as 

cepas amibianas . 

5 . Se trabajó cerca y at r ás de la flama del meche r o Touch- 0- matic . 

6 . La ad ición de s uer o y los i nóculos se hicieron con bul bos y pipetas 

cortas estér il es (Bellco), nunca con la boca . 
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7 . Los cuellos de f r ascos y botellas se flamearon en f orma cui dadosa 

pe r o no excesiva antes de quitar l os tapones , y las bocas de frascos 

y bote llas y sus tapones se fl amea ron antes de cerrarlas . Nunca 

se de jaron los fra scos abiertos durante e l cul ti vo . 

8 . Antes de ser usadas las pipetas cortas , se flamearon 2 a 3 segu_!l 

dos en los sitios que se hablan contaminado con los dedos (cerca 

de La boqui l la para conecta rlas a los tu bos ). 

9 . Cada vez que se manipulaban, la cal i dad y a s pecto de los cult i vos 

se examinaba en e l microscopio invertido . 

Ma ntenimiento de las Cepas 

Las cepas se mantuvj eron a través de pases sucesi vos de tres tubos 

cada vez ( resembrando el me jor de cada uno de l os tres tubos de la 

resiembra a nte r i or). Al f inal de la fase exponencj a l y antes de cada 

r esiembra se observaron los cult ivos con el miscroscopio i nvertido ; 

los cult ivos que cont enían trofo zoitos m6viles, r e fringente s , integras 

y adher idos a las pa r edes internas de los tubos , s e enfriaban en hiel o 

(cuidando no contamina r con e l agua l os c uellos y t a pones de los culti 

vos) durante 5 mi n o has ta qu e l as ami bas se desprendían de l os t ubos . 

Los tu bos e nfriados se secaron con t oa llas de sechabl es de papel 

y s e agitaron suavemente por inversi6n; una vez homogeneizadas a s i 

las s uspens i ones amib ia nas, se de te rmi n6 su co ncentraci6n con un hema-

t imetro (Ne uba uer ) y se i nocularon los vol6menes a propiados para o bt e -

3 4 
ne r 10 o 10 am ibas /ml e n cada un o de tres t ll bos ( por cepa) que c ont~ 

nian 11 ml de med io TP s upl ement ado con 1 ml de s ue r o no r ma l de caba llo 

pa ra la s ce pas HM3 y HK9 ( caneen t r aci611 [ i na l l) . l % v / v) y co n 2 ml 

pa r a las ce pas HMJ, HM 2 y HM38 ( concentrac i 6n f i na l 18 .1 % v/v). 
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Después de cada resiembra los tubos se mantuvieron en incubación 

vertical a 36ºC; se conservaron tanto el cultivo que se usó para el 

inóculo como los dos tubos restantes de la resiembra anterior hasta 

asegurarse del crecím:iento y ausencia de contaminación de la nueva 

resiembra. 

1. Procedimiento para el c1u t í vo 

a) Se descongelaba un frasco de suero descomplementado mediante in­

mersión del fondo en Wl baño de agua a 37"C, evitando absoluta­

mente que se RJOjara el cuello. 

b) Una vez descongelado el suero , se secaba el frasco por fuera 

con toallas desechables J se agitaba suavemente por rotación para 

homogeneizar su contenido. 

c) Se limpiaba el área de trabajo con SDS al 1% y toallas desecha­

bles. Se colocaba en posición accesible todo el material que 

se emplearía en la resiembra. 

d) Se flameaban los tapones de los frascos de suero y de los tubos 

que contenían 11 ml de medio TP estéril. Con una pipeta corta 

de 5 ml se extraían volúmenes de sue·ro que eran distribuidos 

a cada tubo c on medio TP (1 o 2 ml según la cepa). La mezcla con 

tenida en estos tubos constituía el medio completo TPS-1. 

e) Los cu ltivos c on ami bas en crecimiento exponencial (de los que 

se obtendría n los i nóoulos para la resiembra) se colocaban en 

hielo durante e l tiempo necesario para que las amiba s se sepa­

r a r an de las paredes del tubo y entre ellas. Cada 2 o 3 min 

se verificaba el desprendimiento amibiano con el microscopio 

invertido . 
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f) Los t ubos enfriados se agi taban unas 10 veces por inver-sión 

s uave par a homogeneizar las suspensiones amibianas . 

g ) Con una pipe t a estéril cor ta de l lll1 se tomaba aséptica.mente 

una pequeña muest ra y se colocaba una gota de la suspensión 

am:ibiana en rm hematíme tro; se contaban las ami.has e n los ocho 

cuadros (los usados para la cuenta de leucoci tos) y el promedio 

4 
obtenido de éstos se mtlti?licaba por io · para obtener- la concen-

tración (amibas/ml) . 

h) Con una pipeta estéril corta de l o Z ml se inoculaban volúmenes 

suficientes para obtener la concentración requerida en cada 

tubo. 

i) Se cerraban bien l os tapones de l os tubos y se h01110geneizaba 

el inóculo mediante inversión suave. 

j) Los cultivos se inoculaban en posición vertical en gradillas 

metálicas a 36º C. 

2. Curvas de c r-ecimi ento 

Se i niciar-en con cultivos e n crecimiento exponenc ial. Cada tubo con 

amibas que s e iban a usar para iniciar el cul tivo se enfrió por in-

mers i ón e n hielo por lo menos 5 min, o hasta que se desprendieron 

las amibas; el tubo enfriado se secó y se agitó 10 veces por inversión 

suave para homogeneizar la suspensión amibiana. 

Con una pipeta corta de 1 o 2 ml, se extra jo del cultivo original 

una muestra pequeña y se colocó una gota en un hematirnetro; así se 

calculó l a concentración amibiana. Se añadió a cada uno de 21 tubos 

que con t ení an 11 ml de medio TPS-1, el volumen apropiado del cultivo 

anter ior para o btener i nóculos de 10 3 o 104 amibas/ ml . Una vez inocu-

l a dos t odos l os tubos , s e cerraron bien los tapones y se incubaron 
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en posici6n vertical. 

Di ariamente ( a la misma hora) , se cont aron las amibas de tres tubos 

diferentes y se obtuv i eron las media s y desviaciones estándar . Los 

datos se anotaron en la hoja de regis tro de l a s resiembras; los prome­

dios de las cuentas y los tiempos de incubaci6n se graficaron en papel 

semilogarítmico de cinco ciclos (in6culos y r endimientos promedio 

de las resiembras para cada cepa fueron graficados en hojas separadas; 

l os dí a s de incubaci6n se graficaron en las abcisas, y los in6cu l os 

y rendimientos en las ordenadas). 

Cuando los cultivos llegaron a l a fase estacionari a y luego se 

observ6 dec l inac i6n del núme ro de amibas por lo menos durante 48 horas, 

se dieron por terminados los experimentos, se calcularon los t iempos 

de duplicac i 6n y la velocidad específica de crecimiento pa ra cada 

cepa y se regis tr6 el r endimie nto máximo de los cultivos . 

Parámetros de Creci miento 

Los parámetros que se registraron en los cul t ivos amibianos fueron 

cinco : 

l . I n6culo. Es el volumen (V 1) que se resiembra al i niciar la incuba­

ci6n . El in6culo se calcul6 con la siguiente ecuac i 6n : 

v1c1 = VzCz 

en donde 

c1 , concentraci6n (amibas/ml) en e l tubo del que se va a re sembra r 

c2 , concent ra c i ón ( ami bas /ml) j nicial que s e de sea obtener e n 

el nuevo cul t i vo 

V 1, volumen ( rnl ) que debe i.nocularse para que el nue vo cultivo 

te nga l a co ncentraci6 n deseada 
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v
2

, volumen (ml) total del nuevo cultivo que se resiembra (inclu­

ye el medio basal, el suero y la suspensi6n amibiana inocula 

da) 

Despejando v
1

, queda 

v1 = v2C/C1 

2. Rendimiento . Es la densi dad (amibas/ml) alcanzada por los cultivos 

al tiempo ~ de incubaci6n. Depende de la cepa amib iana, del tiempo 

de i ncu baci6n, del in6culo, de la calidad del medio basal y del 

suero . 

3 . Incremento . Rep resenta el factor de a umento de la poblaci6n amibiana 

a l tiempo ~ con respecto a la poblaci6n inoculada. Se calcula div.!_ 

diend o el número de amibas cosechadas (rendimiento) entre las inocu-

l adas: 

I = Rendimiento/in6culo 

4. Tiempo de duplicaci6n (tD) . Es el tiempo que tarda en duplicarse 

la poblac i 6n amibiana de una cepa en f ase l og . DepenJe de la calidad 

del medio de cultivo y je la velocidad específica de c recimiento 

de cada cepa. Se calcula así: 

tD t /N 

N 3 . 221 log I 

En donde t , tiempo de i ncubaci6n (en horas) y N, númer o de duplica-

ciones . 

5 . Tasa de dupl icac i6n ( µ) . Es la fracci6n de una duplicac i6n que 

ocurre en 21 l ap so de una hor a . Se expresa como e l inve r s o de l 

tiempo de duplicaci6n: 

µ = l/ t D 
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D. Controles de Calidad 

Del Suero 

La calidad de ocho lotes de suero (tres obtenidos comercialmente y 

cinco procesados en el laboratorio) se determinó mediante los rendi­

mientos amibianos obtenidos al cultivar inóculos de 10
4 

amibas/ml 

de la cepa HMi e n medio TP suplemen tado con suero al 18 .1 % v /v ( 2 

ml/tubo con 11 ml de TP). Durante cinco resiembras sucesivas , cada 

72 h s e contaba el número de amibas presentes en el medio que contenía 

cada lote de suero y así se iniciaba la nueva resiembra con el mismo 

inóculo . 

Del Panmede y SP 

l. Eficac i a para el cultivo amibiano 

La valoración de l os lo t es de Panmede y SP s e realizó a t r avés del 

regist r o de los parámetros de c rec:Lmient o de trofozoí tos de la cepa 

HMl cultivada en medi o TPS-1 pre pa rado con cada uno de l os lotes . 

Para cada lote evaluado se utili za r on tr e s c ultivos inoculados 

con 10
4 

ami ba s /ml durante cinco r es iembras sucesivas . En cada resiem-

bra se registraron los siguientes datos: número de lo te, númer o de 

resiembra, inóculo, días de incubación, rendimie nto, incremento, tiem 

po de duplicación y morfología. 

Se usó c omo control el lote de Panmede comercial 646007, cuyos 

i ncreme ntos e ran por def inic ión del 100% . Se calculó el incremento 

ami biano ( rendimiento/inóculo) promed i8 de ci nco subculti vos en r e la-

ción con el contro l (100%) para def ini r la calidad de cada lote (los 
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lotes se consideraban malos si daban i ncrementos de 0-60%, regulares 

si daban incrementos de 60-80%, buenos si daba n incrementos de 80-100% 

y excelentes si daban incrementos ma yor es del 100%; ver Tabla 1). 

Con los lo tes de SP que resultaron de calidad excelente se realiza­

ron curvas de crecimiento para determinar la velocidad de crecimiento 

y el rendimiento máximo que se obtenía con bajos inóculos de trofozoí-

de la cepa HMl : 

a) Se incubaron 21 tubo s en medio basal, preparados con e l lote 

de SP que era sometido a prueba, adicionando 2 ml del suero 

e inóc ul os de 103 amibas/ml de cada uno. 

b) Para l e lamente, se incuba r on otros 21 cu ltivos con med io basal 

pr eparado con el lote de Panmede 646007 (control) . 

e) Las amibas d2 tres cultivos diferent es de cada lote de extracto 

se contaron diariament e. Cuando se obs ervaba di sminución del 

n6mero de amibas se daba por terminado el experimento . 

d) Al final se comparaban el r e nd i miento máximo, la velocidad de 

crecimiento exponenc~al y el tiempo de du plicación de los cul-

tivos hechos en medio preparado con SP y con el lote control 

de Panmede. 

2 . Cuant ificación de vitaminas 

El conten ido de vitam·ina s se determinó cuantificando el crecimiento 

de microorganismos t ipo de la American Type Culture Collection depen-

dientes de cada una de las vi taminas probadas , en los mejores extrae -

tos prepa r ado s por nosot ro s (lo t es BC3 1 y BC32) y los lotes de Panmede 

646007 y 697053 . Este aná l i s is lo realizó la Secc ión de Cont ro l Anali 

tico y Evaluac ión de Calidad (SCAEC) del CINVESTAV. 
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TABLA 

CATE GORIAS DE CALIDAD DEL PANMEDE 

Rendimien to 
(amibas/m l ) Calidad 

6 X 10 4 Mala 

6 X 104 - 8 X 104 Regular 

8 X 104 - X 10 5 Buena 

>10 5 Excelente 
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3 . Cu antificac i 6n de Aminoácidos 

La determinaci6n de aminoác idos e n dos lotes de SP (BC31 y BC3 2) y 

los lotes de Panmede 646007 y 697053 la reali z6 el Departamento de 

Biotecnología del CINVESTAV. Para este a nálisis se emple6 un analizador 

automático Beckman modelo 120C . La cuantif i caci6n se bas6 en la elu­

c i6n cromatográfica de cada uno de los aminoácidos en una columna 

de resina con amor t iguadores de cit r ato de pH 2 . 9 , 3 . 2 , 4.1 y 6 . 1 

y posterior men te cua ntificaci6n colorim6trica con ninhid r i na . El 

uso de es t e equipo y la preparaci6n de las mues t r en han sido amp lime n­

te descri ta s por Moo re y Stein (1963) . 

E. Producci6n de l Sustituto de Panmede (SP) 

En experimentos independientes se procesaron 32 lotes dife r ent es de 

SP , empleando variaciones (en componen tes y procesamien to téc nico) 

al procedimiento propuesto por Tr ipa t hi y co l . ( 1974) . 

Fragmentos de 200 g de hígado fresco de bovi no lib r e de ma ter i al 

fi broso y vasos sanguíneos , se homogeneiza r on con los componen tes 

hidroliücos y 240 ml de egua bides t i lada esté ril en una l icuadora 

casera . La diges ti6n de l homogeneizado se reali z6 en vasos de prec ipi­

t ados (Pyrex ) de 1000 ml , inmersos en un baño de agua a 37 º C. Al t é r-

mino de la incubación, el ma t er ial no diger i do se coaguló por ebulli -

ci6n en un baño de ag ua hirviente ; e l coágulo forma do se e l imin6 po r 

filtraci6n er! gasa . Pa ra elimi. nar el mat er ia l L no no d:Lger ido , e l 

fi ltrado se hirvió durante 5 min , se filtr6 en gasa y se cent rifug6 . 

Por último, el sob renadan te se secó en el horno a 60ºC en cha ro-
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las de vj_drio ( Pyr-0-Rey) de 20 X 30 cm, previamente si l iconizadas 

con un a s olución de Prosil-28 al 1% y secadas a lOOºC durante 10 

mi n. I nmediatamente después del secado , el extracto se almacenó a 

temperatur a ambiente en un frasco de plástico de boca ancha con tapón 

de rosca. El rendimiento (peso seco) de cada lote de SP se determinó 

pesando todo e l material obtenido después del secado. 

El rend i miento (peso seco) de los l otes cuya calidad se evaluó 

en forma líquida se determinó mediante la desecación de una alícuota 

en una estufa a 60°C; el material seco se pesó y se calculó en rendi­

miento por cada 100 g de hígado . 

F . Determinación de la Actividad Específica de la Papaína 

El método usado para la determinación de la actividad enzimática 

de la papaína ( Arnon 1970) s e basa en la estimación de los pro­

ductos de hidrólisis de la ca seína que se empleó como sust r ato . 

Se colocaron O .1 a O. 8 ml de solución de papaína ( 50 mg/ml) en 

tubos de ensayo de 16 X 95 mm. A cada tubo se agregó 0.2 ml de la 

solución "activante" (solución recién preparada de L-cisteína 50 

mM, EDTA 20 mM). Se prepararon dos series de esta manera, a una de 

las cuales se adicionó en cada tubo 20 µl de di tioni ta 2. 2 mM. Se 

ajustó el volumen con tris-HCl y el pH a 4. 5, 6. 7 u 8. O con HCl lON 

o NaOH lON . Después se agregaron alícuotas de 1 ml de una solución 

de caseína (al 1% en Tris 50 mM, pH 4.5, 6. 7 u 8.0) a cada tubo a 

intervalos de 1 min. Cada tubo se mezcló y se incubó en una baño de 

agua a 37 º C durante 10 minutos, al término de los cuales se detuvo 

la reacción adicionando 3 ml de ácido tricloroacético (TCA) al 5% 
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fr ío. 

Se de j aron reposar los tubos durante 1 h a temperatura ambiente 

y el material precipitado con TCA se eliminó mediante centrifugación 

a 360 _g_ (centrífuga Damon/IEC, cabezal 269 ) por 5 min. La concentra­

ción de los productos de la hidról i sis se determinó midiendo en el 

sobrenadante la absorbancia a 380 nm en un es pectrofotómetro Gilford. 

La unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de 

enzima que bajo las condiciones descritas produjo péptido s de caseína 

solubles que incrementaron la densidad óptica de los sobrenadantes 

en una unidad de absorbancia a 280 nm por ca da minuto de digestión . 

La actividad específica se calculó dividiendo el número de unidades 

entre la masa (mg de proteína) de la enzima. 

G. Concentración Optima de Suero para el Cultivo en Medio TPS-1 

En medio TPS-1 preparado con suero de caballo de los lotes 852B o 

832 ( procesados en el laboratorio) se subcultivaron por cinco pases 

sucesivos las cepas HMl, HM2, HM3, HM38 y HK9 con inóculos constan­

tes de 104 amibas/ml . El medio TP fue suplementado con concentraciones 

variables de suero, que fluctuaron entre 4.5% y 36.3% (v/v). Se deter-

minaron los parámetros de crecimiento amibiano y se definió la conce!!_ 

tración Óptima de suero para cada cepa de la siguiente manera: 

1. Se determinó la concentración ami biana de tres cultivos (con ami-

bas en crec imiento exponencial) je cada una de las cinco cepas . 

2. De cada cepa se subcultivaron tres tubos con inóculos de 10
4 

ami 

bas/ml en tubos con 11 ml de medio TP suplementado con 4.5%, 9 . 1%, 

13.6%, 18.1%, 22.7%, 27 . 2%, 31.8% y 36 . 3% de s uero. 
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3 . Las cepas se resemb raron en medio con la misma concentración de 

suero cada tercer día por cinco subcultivos inoculados con 10
4 

ami.bas/ml . 

4 . Al finalizar el quinto subcultivo se determinaron los parámetros 

de c rec imient o (tiempo de duplicación y rendimiento) pr omedio 

de cada cepa en las resiembras hechas con cada concentración de 

suero . 
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RESULTADOS 

A. Producci ón de un Sustituto de Panmede 

Valoración de la Calidad del Panmede 

Con el objeto de valorar la calidad del Panmede como componente del 

medio TPS-1 se analizaron 15 lotes de éste, mediante dos series de 

cultivos de trofozoí tos de ].. histolytica · HMl, a los que se dieron 

cuatro pases s ucesivos. En cada pase se determinaron los rendimientos 

e incrementos obtenidos en el medio TPS-1 que fue preparado con cada 

lote de Panmede . Ambas series de cultivos se realizaron bajo las mi smas 

condiciones experimentales , excepto por el lote de suero y los inóculos 

amibianos. 

En la primera serie se proba ron cuatro lotes de Panmede . Los culti-

vos se hic ier on en medio TPS-1 s uplementado con s uero de Flow Labora­

tories (lote 29101146) al 15%. Los inóculos fueron de 1.2 X 103 a 

3 .5 X 103 amibas / ml . Los rendimientos promedio de los s ubcul t ivos 

obtenidos con cada lote de Panmede fluctuaron entre 1 . 63 X 104 a 6 . 27 

X 104 amibas / ml; los incrementos varia ron de 9. 5 a 55 veces y los 

tiempos de dupl icación ( t 0 ) fueron de 20 h a 59 h (Tabla 2, Fig. 1). 

En la segunda ser i e se proba ron 12 l otes de Panmede. Los cu ltivos 

amibianos , reali zados en medio TPS- 1 suplementado con sue r o CINVESTAV 

832 a l 15% e inóculos constantes de 104 amibas/ml , dieron rendimientos 



TABLA 2 

EVALUACION DE LA CALIDAD DE DISITHTOS WfES DE PANMEDE Df 

CULTIVOS DE ENTAK>EBA HISTOLYITCA mnª 

Series de 
experimentos 

Primerac 

. d 
Segunda 

Lotes de 
Panmede 

675065 

689029 

293011 

693014 

675065 

693017 

697053 

697054 

697055 

697057 

697059 

597061 

700057 

700050 

646007 

652008 

Rendimiento 
(amibas/ml) 

2.26 X 10
4 

2.6 X 10
4 

2 . 7 X 10
4 

1. 6 X 10
4 

6 . 50 I 10
4 

3. 55 I 10
4 

8.92 X 10
4 

4.33 X 10
4 

6 . 97 X 10
4 

2.791104 

5.80 X 104 

4.24 X 10
4 

5.52 X 10
4 

0.78 X 10
4 

8.24 X 10
4 

6 . 30 X 10
4 

Parámetros de crecimiento 

Incremento tD 

55_0- 20.0 

16.7 59.0 

16.3 43 .0 

9.5 36.0 

6 . 5 37 . 4 

4.1 67.0 

7.6 29.6 

3 . 5 54 . 1 

6.0 34.4 

2.9 109.2 

4.6 56.9 

4.7 40.0 

5. 2 36.9 

0.9 85.5 

7.0 30 . 7 

5.4 31.1 

ªcuatro pases sucesivos; cultivos de 3 o 4 días 

bt0 , t iempo de duplicaci ón en horas 

cCultivos en suero de caballo ( Flow Laboratories, l ote 29101146) al 

18 . 1% . Inócul os de 1.2 X 103 a 3.5 X 104 amibas/ml 

ª cultivos en s uero de caballo (CINVESTAV, lote 832) al 15%. Inóculos 

cons t a ntes de 10
4 

ami basírnl 

30 
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Figura 1. Crecimiento de Entamoeba histolytica HMl en medio TPS- 1 

pr eparado con 15 lo t es diferentes de Panmede . Se presenta 

el rend imiento promedio de cuatro resiembras suces ivas . 

(A) Inóculos de 1. 2 X 103 a 3 . 5 X 103 amibas/ml y suero 

de Flow Labora tories (lo te 29101146) . (B) I nóculos de 

104 amibas /ml y suero CINVESTAV (lote 832) . Lo s r endimien-

tos amibianos variaron de O. 78 X 4 
10 (lote 700050) a 

9 .0 X 10
4 

ami bas/ml (lote 697053). 
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TABLA 3 

CALIDAD DE 15 LOT ES DE PANMEDE 

Calidad 

Ma la 

Regular 

Buena 

Excelente 

Número de lotes 

9 

4 

2 

o 

33 
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de 7 . 8 X 103 a 8 . 98 X 104 amibas/ml. Los incrementos obtenidos fluctua­

ron entre 0.9 y 7 . 6 veces y los t
0 

fue<on 29.6 h a 109.1 h (Tabla 2 , 

Fig . 1) . 

De acue rdo con las cua t r o categorías arbitrarias que se propusieron 

para calificar a los lotes de Panmede (ver Métodos), ninguno tuvo 

calidad excelente : hubo seis lotes r egulares o buenos y la mayoría 

(nueve) fue ron malos (Tabla 3) . 

Obtención de Un Sustituto de Panmede (SP) 

El desarrollo del proceso de producción del extrac to de hígado (SP) 

se consiguió mediante la elaboración de 32 lotes diferentes que se 

fueron produciendo con modificaciones sucesivas basadas en la evalua­

ción de la calidad de los lotes previos. 

Los pr imeros 16 lotes de SP (BTl a BTS y BCI a BCll) se hicieron 

mediante la hidrólisis de homogeneizados de hígado bovino con papaína 

comercial a dife r entes concentraciones f inales (0 . 33% a 0 . 62% p/p) 

sin activar, o activada (mediante incubación con cisteína SO mM o 

ditionita 2 . 2 mM, por 20 min a 37ºC) . La elaboración de los 16 lo tes 

varió en cua nto a la proporción de los componentes empleados , en l os 

t iempos de digestión y en l os tiempos de ebullición para prec ipi tar 

el material no digerido . Los trofozoítos de ].. histolvtica HMl cultiva­

dos en medio TPS- 1 preparados con cada uno de estos lotes de SP dieron 

rendimientos amibianos relativos que var iaron de 2% a 56% (Fig . 2) 

con respecto al l ote control PBL 646007 de Panmede (cuyos incrementos 

por definición eran del 100%) . 

Debido a los baj os rendimientos amibianos obtenidos con · ~s tos prime-
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Figura 2 . Incremento relativo en el número de trofozo1.tos de E. 

histolytica HMl cultivados en medio TPS-1 preparado con 

16 lotes de SP elabor ados con hígado bovi no y papaína 

a diferetes concentraciones finales (0 . 33% a 0 . 6 2% ), sin 

activar , o activada con c i steína (50 mM) o di tionHa (2 .2 

.!!1tLl_. Cada barra r ep resen ta el promedio de cinco subcul ­

tivos iniciados con 10
4 

amibas/ml. El incremento amibiano 

en estos lotes varió de 2% a 37% en la serie A y de 10% 

a 56% en la B, con respec to al obtenido en el medio TPS- 1 

(100%) que fue preparado con el lote de Panmede 646007 . 
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r os lotes, decidimos optimizar la digestión con papaína; para ello 

determinamos la actividad es pecífica de la enzima comercial (Arnon 

1970) a pH 4 . 5, 6 . 7 y 8 .0 en presencia y ausencia de ditionita . La 

activi.dad de la enzima comercial fue máxima (53 mU/mg) a pH 8 . 0 en 

presencia de dition i ta (Fig . 3) . Esta actividad resultó muy inferior 

a l~ papaína cristalina (10 U/mg) . Debido a que el costo de ésta últi­

ma clase de papaína era demasiado alto para usarla en nuestro proceso , 

l os siguientes lotes de extracto fueron obtenidos con otros digestores 

enzimáticos además de la papaína comercial. 

Se procesaron siete lotes de SP (BC12 a BC18) en los que el homoge­

neizado de hígado se digirió con papaína (68 . 9 U/100 g de hígado) 

activada con ditionita , una mezcla que tenía , entre otros componentes , 

tripsina y quimotripsina (TQ, en diferentes concentraciones) y tripsi­

na (l. 6 g/ 100 g de hígado), aisladamente o en diversas mezclas . La 

digestión se hi zo por tiempos variables a 37°C; los digeridos fueron 

hervidos y centrifugados . Con el ob jeto de determinar si el secado 

influía en la cal i dad de los siete lotes , se evaluó la calidad de 

cada extrac t o prepa rado s in secar o seco. El rend imiento (peso seco) 

de los extrac tos fue de 6 a 11 . 4 g/100 g de hígado. 

Estos lotes permitieron incrarentos amibianos relativos que variaron 

de 15% a 166% con respecto al lote control PBL 646007 (Fig . 4 ) . Estos 

resultados i ndicaron que el mejor SP sería un extracto seco elaborado 

con hígado fr esco y la mezcla TQ, suplementada con papa ína no activada. 

Se optó entonces por r ealizar un experimen to que valorara las conclu 

siones anteriores y permitiera optimizar la concentración de la mezc la 

TQ y el tiempo de di gestión de los homogeneizados . Se procesaron sie­

t e lotes de SP (BCl9 a BC25) en los qu e la digestión de l os homogenei-
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Figur a 3 . Act ividad específica de la papaína a pH 8 . 0 en presencia 

y ausencia de ditionita . El promedio de la acti vidad 

específica fue de 53 mU/ mg con ditionita (DT) 2.2 mM y 

de 45 mU/mg sin DT . 
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Figura 4. Incrementos relativos en el número de trofozoítos de E. 

histolytica HMl cultivados en medio TPS-1 preparados con 

siete lotes de SP secos y no secos, preparados con hígado 

fresco, mezcla tripsina-guimiotripsina (TQ), papaína (68.9 

U/100 g de hígado) y ditionita (0.65 g/100 g de hígado). 

Las proporciones hígado/TQ fueron variables, los tiempos 

de digestión de 1 h. El lote BC12 fue preparado con papaína 

y ditionita; el BC13 con TQ, papaína y ditionita; el BC14 

con TQ y papaína; el BClS con TQ; el BC16 con TQ y un 

tiempo de digestión mayor; el BCl 7 con tripsina, papaína 

y ditionita ; el BC18 con tripsina. Los incrementos relati­

vos en subcult ivos s ucesivos con inóculos de 10
4 

amibas/ml 

varia ron de 25% a 166% con respecto al lote control PBL 

646007 (100%) . 
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zados se realizó con diferentes proporciones de la mezcla TQ en presen­

cia y a usencia de papaína y diferenteE tiempos de digestión. Tambi~n 

var iamos los tiempos y procedimientos de coagulación y se paración 

del mater i al no digerido . El rendimiento (peso seco) de estos lotes 

va rió de 4 . 3 a 7. 8 g/100 g de hígado . 

Los cultivos hechos e n medio TPS-1 preparado con es tos lotes de 

SP dier on inc r ementos amibi anos relativos que variaron de 25% a 298% 

~ Fig . 5) con r especto al lo te control PBL 646007. Los mejores lotes 

fueron: a) los elaborados con l a mezcla TQ s uplementada con papaína 

y tiempos de digestión cortos y b) l os obtenidos sólo con l a mezcla 

TQ y tiempos de digestión más l argos . 

Para af inar el proceso se prepararon otros sie te lo tes de extrac to 

(BC26 a BC32) en l os que la digestión de los homogenei zados se r eal i zó 

con diferentes proporciones de la mezcla TQ en presencia y ausencia 

de papaína y diferentes t iempos de digestión. Los incrementos amibianos 

re la ti vos obtenidos e n medio TPS-1 pre parado con estos lotes de SP 

variaron de 81% a 207% (Fig. 6) . De l os siete lotes, BC31 y BC32 fuer on 

los mejores y s uperar on ampl iamente el crecimiento amibiano -obtenido 

con el l ote con trol PBL 646007 ; el l ote BC31 se elaboró con la mezcla 

TQ suplementada con papaína (68 . 9 U/100 g de hígado) y 1 h de diges­

tión , y el BC32 con la mezcla TQ y 4 h de digestión . 

Calidad de l os Mejores Lotes de SP 

l. Curvas de c r ecimiento amibiano 

Para selecciona r el mejor de los dos pr ocesos fina l es de producc i ón 

de SP (con los que se obtuvieron los lotes BC31 y BC32) , se realiza r on 
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Fi gura 5 . Inc r eme ntos re la tivos en el núme ro de trofozoítos de E. 

histo lytica HM l cultivados e n medio TPS-1 preparados con 

sie te lotes de SP pr eparados con hígad o , mezc la tripsi na-

guimotripsina ( TQ ) v papaína ( 68 . 9 V/100 g de hígado) . 

El tiempo de digesti6n fue variab l e y se usaron di fe r entes 

proporciones hí.gado/TQ . El BC19 se elabor6 con TQ y papaí­

pa ; e l BC20 con TQ y papa ína ; el BC2 l con TQ y papaína ; 

e l BC2 2 con TQ y papaína; e l BC23 con TQ , papaína y 4 

h de digesti6n; el BC23 NS ( no s eco) con TQ , papa ína y 

4 h de digesL.6n ; el BC24 con TQ y 4 h de dige sti.6n; el 

BC25 c on TQ y papaí na . Los incrementos r elativos obtenidos 

con i n6culos de 10
4 

ami bas/ml va r ia ron de 25% a 298% con 

respecto al lote cont r ol PBL 646007 (100%) . 
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Figur a 6. Incrementos relat ivos en el número de trofozoítos de E. 

histolytica HMl cultivados en medio TPS-1 preparadado con 

siete lotes de SP elaborados con hígado fresco y tripsina­

guimotripsina (TQ) en presenci a y ausencia de papaína . 

Se usaron difere ntes proporciones hígado/TQ, los tiempos 

de diges tión fue ron de 1 h o 4 h . Los lotes BC26, BC29 

y BC30 se e laboraron con TQ, papaína y 1 h de digestión; 

los lotes BC27 y BC31 con TQ, papaína y 1 h de digestión. 

Los incrementos promedio en subcultivos sucesivos con inó­

culos de 10
4 

amibas/ml variaron de 18% a 207% con respes:_ 

to al l ote control PBL 646007 ( 100%) . El l ote BC27 se 

contaminó con bacterias . 
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curvas de crecimiento amibiano en medio TPS-1 preparado con cada lote 

de SP e inóculos de 2 . 4 X 103 amibas/ml; ambos lotes dieron rendimien-

tos amibianos siete veces superiores a los alcanzados en el medio 

preparado con el lote control de Panmed e PBL 646007 (Fig. 7) . 

2 . Contenido de vitaminas 

Con el obje to de determinar si existía relación entre la calidad del 

extracto y las vitaminas presentes en el mismo, se determinó el cante-

nido de ellas en l os lotes BC31 y BC32 , y en los lotes de Panmede 

646007 y 697053 . Este análisis mostró que el contenido de t iamina , 

riboflavina , acido nicotinico , acido pantoténico , acido fálico, y 

vi t amina B12 (cianocobalamina) en los lotes de Panmed e fue en promedio 

32% menor al de los lotes de SP y un 50% menor que la concentración 

indicada en la propaganda comercial del Panmede (ver Tabla 4) . 

3 . Contenido de aminoácidos 

El contenido de 14 de los 17 aminoácidos cuantificados en los lotes 

BC3 1 y BC32 de SP fue 8% a 53% inferior con respecto al lote de Panmede 

646007 (control ), excepto glicina, alanina y amonio, que fue ron seme­

jantes (Tabla 5) . El contenido promedio relat ivo de aminoácidos fue 

mayor en el lo te PBL 646007 (cons iderado arbitrariamente como 100%) ; 

con respecto a éste, los lotes PBL 697053 , BC31 y BC32 tu vieron con­

tenidos menores en 6% , 14% y 28% , respectivamente . 

Esquema del Pr oceso Final de Elaboración de SP 

Mediante la producción y eva luación de 32 lotes de SP (obtenidos por 

procesos dif erentes y prog resivamente mejorados) , se pudo definjr 
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Figura 7. Curvas de crecimiento de E. histolytica HMl , obtenidas 

con los dos mejo r es lotes de SP y el lote de Panmede usado 

como control. 1niciadas con 2, 4 X 103 amibas/ml en medio 

TPS-1 preparado con los lotes de SP BC31 (O) y BC BC32 ( t ) , 

y el lote de Panmede 646007 (6 ) . 
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TABLA 4 

CONTENIDO VITAMINICO EN CUATRO LOTES DE EXTRACTO DE HIGADOª 

Vit am·Lna s 

Clorh i dra t o 
ele tiamina 

Riboflavina 

Acido 
nicotínico 

Ac ido 
pantoténico 

Acido 
fó l i co 

Vitamina B
12 

Panmede -----
Esperadob Lote 646007 

1.0 0 . 8 

14.0 L! . 6 

47 . 0 L, / . 0 

150 . 0 23.6 

2 . 0 0 . 4 

600. 0 300 . 0 

SP 

Lote 697053 BC3l BC32 

0 . 6 1. 8 1. 8 

13 . 0 ll .o 13 .8 

55 . 2 87 .o 70 . 0 

31. 0 45 . 0 43 . 0 

0 . 5 1. 3 1.2 

301. 0 464.0 415 . 0 

a mg/100 g de extracto pa r a toda s , excepto B12 , que se da en pg/1 00 g 

de extracto 

bConcentraciones en la literatura del Panmede ~ 
o 
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e l proceso con el que se pudo obtener un a pep tona que puede sust i cuir 

ampliamente al Panrnede corno componente del me dio TPS-1 . 

El proceso seleccionado fu e el del lo te BC32, debi do a que con 

é l se obtiene la máxima ca l idad y es el más simple . El proceso genera l 

de elaboración de SP consist i ó básica mente e n la digestión de un 

homogeneizado de hí gado fresc o de bovino a 37ºC du rant e 4 h , el mate­

ria l no diger ido se eli.minó media nte ebullición , filtración y centr i­

fug a ción . Por Último , el ex trae t o soluble se desecó en una e s t ufa 

a 60ºC (ver Ei g . 8) . El proceso fue contínuo y tomó aprox imadamente 

25 horas; e l rendimiento del ex tracto fue de 6 . 8 g/100 g de hígado 

y la mezcla TQ . 

La calidad de los t res lotes de SP obtenidos con e ste procedimiento 

fue excelente y rep roduc ible. Los componen tes básicos empleados en 

el proceso de elaboración de SP son ba r atos y fácile s de ob t ener . 

El producto final c ons i ste e n un polvo café osc uro con característico 

olor a carne , higroscópico y s oluble en a gua. 

B. Efecto del Sue ro Sobre el Crecimiento Amibiano 

Variabilidad de los Dife r e ntes Lotes de Sue r o 

Mediante la comparación del crecimiento qu e pr omovie ron e n c ul tivos 

de t r ofozoítos de E. histoly t i ca HK9 y HMl , se evaluaron ocho lotes 

de suero de caballo de diferente origen (tres comerciales y cinco 

pr oducidos en nuestro la boratorio ) . Los cu ltivos se hj_ciero n en medio 

TP suplementado con suero al 9% para la cepa HK9 y al 18% para l a 

cepa HMl ; los i nóculos fue ron de 104 amibas /rnl . 
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FIGURA 8 

DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO DE PRODUCCION DE SP 

·r::::.:: 
l. HOMOGENADO 

1 

1 
Resid uo no digerido 

tejido conectivo 
con H20 

Mezcla 
Tripsina- quimotr ipsina 

1 

Mezclado 
37º C por 

e incubado a 
4 h 

2. DIGER IDO 

Hervido 10 min 
Filtrado por gasa 

3. FILTRADO 

Calentado a llOºC por 10 min 
Centrifugado a 2250 .&. por 5 min 

4. EXTRACTO LIQUIDO 

Secado : charolas 
en estufa a 60ºC 

S. SUSTITUTO DE PANMEDE 
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La cepa HK9 s e cultivó en cinco lote s de sue r o . A las 72 h, los 

rendimientos pr omedio obtenidos en cada lote de suero va riaron de 

8 X 104 a 1.8 X 105 amibas./ml y l a s poblac iones se inc r ementaron de 

9 a 13 .5 veces (Tabla 6) . De acuerdo con estos cri t erios , el r endimie.!!_ 

t o de los sue r os comerciales fue en promedio 25% inferior a l os lotes 

producidos en el labora torio •. 

Para seleccionar el lote de suero que em plearíamos en los siguientes 

experimentos , se c omparó el r endimiento de l a cepa HM1 (que es más 

delicada durante el cultivo ) en los lote s CINVES'FAV 832, 852A y 852B. 

Los rendimientos fl uctuaron entre 8 X 10
4 

y 1.2' X rn
5 

amibas/ml, y 

los incrementos variaron entre 9.6 y 10.8 veces (Ta bla 6) . 

Adap tación Amibiana a un Nuevo Lote de Suero· 

Con el objeto de evalua r e l comportamiento de l os c ultivos amibianos 

resembr ados en un nuevo lote de s uero , se registró en tres pases s uce-

sivos el crecimient o de las cepas (HMl, HM2 , HM3 , HM38 y HK9) e n med io 

TPS-1 suplementado con d.iferentes concentraciones de s uero que variaron 

de l 9 .1% al 31. 8% . 

En la Fig. 9 se ilust r an l os da tos obtenidos con la cepa HM2 (el 

crecimiento de las demás cepas f ue similar). En ella se obse rva que 

los rend i mien tos a umentaron gradualmente en cada resiembra r ealizada 

en medio con l a concentración óptima del nuevo lote de suero , mientras 

que a c oncen tra ciones mayores o menore s de suero el rendimiento fu e 

menor . 



TABLA 6 

CRECIMIENTO DE CULTIVOS DE TROFOZOITOS DE ENTAfl>EBA HISI'OLYTICA HI9 

Y HMl EN MEDIO TPS-1 SUPI.»fEHTAOO CON DIFERF.NTES LOTES DE SUERO 

Cepa 
Origen del Rendimientoª 

105 suero (amibas/ml) X Incremento 

HK9 Biocel 0.8 - 1.0 9.0 

Lab. Hyn 1.0 - 1.5 12.5 

Microlab 0.9 - 1.2 10.5 

CINVESTAV 831 l.l - l.4 12.5 

CINVESTAV 832 1.3 - l.8 15.5 

CINVESTAV 833 1.1 - 1.6 13.5 

HMl CINVESTAV 832 0.8 - 1.2 10.8 

CINVESTAV 852A 0.8 - 1.0 9.6 

CINVESTAV 852B 0.8 - 1.2 l0.8 

ªInóculos de 10
4 amibas/ml; tiempo de incubación, 72 h; No. de pa­

ses, 4 

55 
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Figura 9 . Rendimiento relat ivo de E. histoly t ica HM2 e n diferentes 

concentraciones de un nuevo lote de suero de caballo du ran­

te t r es r esiembras sucesivas . Se usaron inóculos de 10
4 

amibas/ml ; los c ultivos se realizaron en medio TP con 

concentraciones de s uero que var iaron de 9.1% a 36 . 3% v/v . 

El rendimiento máx imo (1 00%) se obt uvo con s uero al 27% 

y varió en cada pase sucesivo como 

X 105 amibas/ml (O); pase 2 , 1.6 X 

pase 3 , 2 .2 X 105 amibas/ml (4 ) . 

sigue: pase 1, 1 . 1 

105 amibas /ml ( t ) ; 
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Concentración Optima de Sue ro 

l. Requerimientos específicos de cepa 

Para de terminar la óp tima concentració n de suero pa ra el c recimiento 

de las c e pas HMl, HM2 , HM3, HM38 y HK9, ev:iluamos el e fect o del lote 

CINVESTAV 852B, suplementado en concentraciones que fluctuaron e nt r e 

4.5% y 36.3%. Cada cepa se r esembró c on i nócu los de 10
4 

amiba s /ml 

e n cua tro pases sucesivos . Al finalizar los cuat r o subcultivos se 

determi na r on los rendimientos relat:l vos de cada ce pa con cada concen 

tración de suero . 

Los r esultados de estos experimentos se pr e s e ntan en l a ?ig . 10 . 

En ella se obs erva que la concentración óptima de suero fue diferente 

y es pecíf ica para cada una de las cinco cepas estudiadas ( 28% para 

la cepa HMl, 27% para 1a HM2 , 23% para la HM3, 21% para la HM38 y 

23% para la HK9). 

2. Dependencia del lo t e de suer o 

El efecto del lo te de suero se evaluó mediante el anilis i s del crec i ­

miento de l a cepa HM2 en medio TP suplementado con los sueros CINVESTAV 

852B y 832 . Las re siembras se hicier on con inóculos de 10
4 

ami bas/ml 

dura nte cuatro subcultivos en med i o suplementado con concentracione s 

de s uero que variaron de 9% a 36 . 3% . 

La conc en tració n óp tJ.ma de sue ro para la ce pa HM2 (ue 18 . 1% con 

el lote 65 28 y 27 .2% con el lote 832 (Fig . 11) ; a estas c oncentracio­

nes, e", rendimjento de la cepa H:12 fue 107% mayor con el Lote 832 

(Fig . 11 ) . 

3 . \. r ecimien to con conr_ en tr ari11 ne~ de s· 1ero ha bituales y (,pt ;mas 

Con el fin de rfr_· ... en71indr ~l hdbJa diferenc í a~~ sign.Lf · c rtt.Lvas en el 
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Figura 10. Rendimie nto re lativo de cinco cepas de E. histolytica 

cultivadas en medio TP suplementado con diferentes concen-

traciones del mismo lote de suero de caballo . Se presenta 

el crecimiento de las cepas HMl , HM2 , HM3, HM38 y HK9 

cultivadas en medi o con concent raciones va r iables de suero 

(4 . 5% a 36 .3% v/v ) del lo te 852B . Los irióculos fue r on 

de 10
4 

amibas /ml. ~as concentraciones óptimas de s uer o 

( % v / v) y los rendimie ntos m5ximos (ami bas/ml) para cada 

cepa fueron respectivamente: !!Ml 28%, 8 . 5 X 104 ; HM2 27%, 

8.0 X 104 · HMJ 23%, 16.5 X 104 ; llM38 21% , 12 .8 X 104 ; 

HK9 23%, 14 .0 X 104 . 
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Figura 11 . Rendimiento de tro fozo ítos de E. histolyt i ca HM2 cul tivados 

en dos lo t es de s ue r o de caba l l o a diferentes concentra -

ciones . Se presenta el r e nd imi ento por centua l de c ua tro 

subcult ivos de HM2 en medio TP supl e me ntado con dife re.!:!_ 

tes concent r aciones (9.1% a 36 . 3%) de los lotes de suer o 

832 (O) y 852B (t ) . Los i n6culos f ueron de 104 amibas/ml. 

Pa r a e l lote 832 , e l rendimiento máximo (1 6 . 6 X 104 

amibas / ml) se obtu vo con sue r o al 27 . 2% ; para el 852B , 

el rendimie nto máximo (B . O X 104 amibas/ml) se obtuvo 

con sue r o a l 18 . 1% . 
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c recimi ento de los subcultivos r ealizados con concentraciones óptimas 

de l suero y las empleadas habitualmente en el laborator io ( 9% para 

I-1'13 y HK9 y 18% para HMl , HM2 y HM38), se determi naron los parámetros 

de crecimiento. 

Los parámetros de crecl ·.lento se calcularon a partir de las curvas 

de crecimiento respec tivas , en cul tivos efectuados con componentes 

de l mismo lote de st:e r o (lote 8528 par a las cepas HMl, HM3 y HM38; 

lote 832 para la cepa HM2). 

Con las concentrac i ones óptimas de s uero se ob tuvieron rendimi entos 

23% a 217% super i ores , en tanto que las velocidades de cr ecimiento 

aumen t aron en tre 17% y 36% (Fig . 12) . Los parámetros de crecimiento 

fue r on caracte rís t icos de cepa y s e detallan en la Tabla 7 . 

C. Estandarizac ión de l os Procedimien t os de Cul tivo Axénico Ami biano 

Al evaluar los efectos de la concent rac i ón y de los diferentes lot es 

de suero, así como de los diferentes lotes de Panmede sobre el creci­

miento de E. histolytica , encon tramos variaciones significa ti vas en 

l os pa ráme tros de crecimiento . 

Calidad de Diferentes Lotes de Panmede 

La comparació n de los i nc rementos y rend i mientos de la cepa HMl cultiva 

da en 15 lotes de Panmede, mostró que la cal idad de ellos varia amplia­

mente; algunos de ellos fueron incapaces de sustenta r el c r ecimiento 

ami bia no ( vec Tabla 2 , Fig . 1) . 

Co n el pr oced imiento desarro llado por nosotros (Fig . f;) pudimos 
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Figura 12. Ci néticas de crecimiento de cuatro cepa s de E. histolytica 

cultivadas en medio TPS-1 suplementado c on sue r o de caballo 

a las concentraciones habitua les y óptimas de suero para 

cada cepa . Los inóculos fuero n de 10
4 

ami bas/ml. Todas 

las cepas se cultivaron en medio suplementado con el lote 

de suero 8 52B , excepto la cepa HM2 , que se cultivó en 

medio c on el l ote de suero 832. Las concent r aciones habi tua 

les (O) y Óptimas ( t ) , respect i vame nte , para cada cepa 

fueron: . HMl 18% y 28%; HM2 18% y 27%; HM3 9% y 23% ; HM38 

18% y 21%. 
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obte ner un sus t i t uto de Panmede qu e confe r ia l a s siguientes cual i dades 

a l me dio TPS- 1 e n r elación con l os c ultivos ami bianos axénicos : 

1) r eq ueria i nócu l os menores , 2 ) a umentaba l os re ndimien t os , 3 ) pe rmi­

t i a mayores vel ocidades de crecimi e nto y 4 ) e r a de ca l idad r e producible 

( Fig . 7) . 

Cal i da d de Dife r e ntes Lotes de Suero 

La evaluac i ón del crec imiento de las cepas HK 9 y HMl en suero de dife­

re nte origen (tre s l otes comerciales y c i nco producidos e n el l aborato­

rio) mo s t ró que l os rend i mientos ami bianos va riaron con e l lo t e de 

suero (ver Tabla 6) . 

Por ot r o l a do, median te el cultivo de l as c inco ce pas ami bianas 

en medio TP suplementa do con suero CINVESTAV 852B , se observó que 

la concentración Ópt]ma de s ue r o era espec i fi ca de cepa y diferente 

a la empleada r utinariamente en e l labor a t orio (ver Fig . 10) . 

Tamb i én se ob se rvó que pa ra una cepa dad a la co ncentración óptima 

de suero var iaba co n el lo t e , como se pue de ver en la Fig. 11, donde 

se muestra e l c r ec i miento de la cepa HM2 en medio sup l eme ntado con 

d i fe r e ntes concen t rac iones de dos l o t es de suero . 

Parámetros de Crecimien to de l a s Cepas 

Los pa r ámetros de crecimie nt o calcul ados a par t ir de las curvas de 

c r ec imiento de l a s cepas HMl, H~12, HM3 y HM38 s e deta lla n en la Tabla 

7 . En e l la se muestra que el r endimi en t o máximo , el ti empo de dupl i­

cación y la co nstant e de velocidad de crec imient o expo nenc i a l f ueron 

espec if icas de cepa y depe ndier on de l a concentrac ión de suero (a 

concent r a ciones Óptimas del l ote 852B , los c ultivos r i nd ieron 23% 
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a 217% má s amibas que con l as concent r ar iones habituales) . 

Pro tocolos de Resiembra de las Cepas 

Las variaciones en l a calidad de los diferentes lo tes de suero y de 

Panmede i mpl i can que no se pued e usa r una sola r eceta pa ra e s t a nda r i­

za r e l cul t i vo a xé nico ami bj ano y , por e nde, tampoco se puede tener 

una sola r eceta para diseñar protocolos de resicrnb~-a esped f icos de 

cepa . La es t an da rización Úni camen te s e logrará con un lo te dad o de 

suero añadido al medio TP que haya sido preparado con un lote dado 

de Panmede. 

Con base en todos los r e su ltad os mosLrarlos previame nte, cons ideramos 

que l os pro tocol os de cult ivo son e s pecífi cos para cada cepa amibiana 

y deben cons ide ra r l os siguientes puntos: 

1) Selección de un bue n l ote de Panmede 

2) Se l ecc i ón de un buen lote de suero 

3) Determinac ión el e l a concentración Óptima de sue r o para cada cepa 

4) De termi nación de l os paráme tros de c r ecimiento de cada cepa, ob t eni­

dos con diferentes inócul os y a l a concentrucl ón Ópt ima de suero 

5) Determinación de los protocolos de culU vo espec íf icos de cepa , 

en l os lotes respect ivos ele Pa nmede y suero, mediante el uso ele 

los pa r áme t ros de crec imiento de cad a cepa . Las variab les que 

de ben determinarse son : i nó culo y t iem po de inc ubación 

6) Con f irmación de la val idez de cada prot oco l o a través de la r ep rodu­

c~bil i dad de los parámetros de crecimiento (mediante seis s ubculti ­

vos de la cepa en c uestión) 
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DISCUS lON 

El c ul tivo axénico de Entamoeba histolvt i ca se usa ampl i amente en la 

investi gación biomédica , a s í c omo en la prod ucción de los antí ge nos 

usados pa ra el diagnós tico serológic o y es t udios epid emi ológicos de 

l a ami bia s is (Diamond 1980 , Be nd e rs 1977 ) ; la pr ec:i s l ón y e l rigor 

co n los que se rea lizan estos estudios depend e de l a calidad de los 

cultivos axénicos amibianos. 

De l os componentes del me dio TPS-1 (que e s el má s us ado de l os dos 

con los que s e c uenta ac t ualmen t e para e l c ultivo axénico ), el Panmede 

(ex t nicto de híga do bovi no f a bric;:ido e n 1ngla t e rr a por Pines & B1rne 

Ltd.) y e l suero de or lge n a nima l son de ca l idad incons i stente y pr uvo­

c a n variabilidad e n l a cal i da d de los c ulti vos a xé ni cos ami bi a nos . 

Para optimizar la calida d de los cult ivos a xénicos de E . his t olvtica 

eva l uamos la capacid a d que tiene n para sustentar el crec imi en t o amibiano 

di versos l o tes de Panmede ) suero . La ace ntuada inc ons is t encia de la 

ca l i dad del Pa nmede nos llevó a pro poner como un objetivo a di c ional 

i mportante de este trabajo, desar roll a r un proceso de e laboración cíe 

extracto de hígado de cal i da d consi s ten te que pudie r a sust l t ui r sa ti sfa c 

toriamente a l Pa nme de. 

La var ia bi l idad de l a cal idad óe l os lote s de Panrned e la han ven i do 

obse r va nd o t oJos l os laborator i os q11e reali zan el cu l tivo a xénico aml bi a 

no e n el mediP TPS-J. Si n embargo , corno ninguno lo hdb .b c uant t f: i c ado, 

di vC'r~'>S .sr11¡Y15 'JIH~ re :_1 Jizaban e ] c 11l t i vo a xén i co ami bja no e n mcdi_o 
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TPS-1 prefjeren actua lmen t e util izar el med io TYI-S-33 , introd ud.do 

también por Diamond y col. (1978 ). En es te medio se sustituyó el 

Panmede por extracto de levadura y se a~adie ron otros componentes 

de compos ición de f i nida como e l cit rato férrico amoniaca l. 

Al introducir el medio TYI-S-33 , l os au tores afirma ron que su cali­

dad e r a constante ; sin embargo , con el tiem po se ha vis t o que t ambién 

en este segundo medio existe el mi.smo problema de va r iab.il idad (con 

el extracto de Jevadura , ATCC ~led :i.a Handbook 1934) que con e l TPS-1, 

qu e aún den t ro de su inconsistencia en nueó;tras manos ha demost rado 

soporta r mejor el crecimiento ami biano . Por ello, én nues tro laborato­

rio nos inclinamos por e l uso del medio TPS- l y creímos impo r t an te 

conta r con un sust :i.tu to de Panmede de calidad tal que a s egura ra la 

cal i dad y cons tancia del medio. 

I nicialment e evaluamos 15 lo tes de Pa nmede y encontramos que s u 

calidad variaba ampliamente , siend o a l gu nos de ellos i ncapaces de 

mantener e l crec:imiento amibiano (Tabla 2 , Fig . l) . De acue r do con 

los criterios de ca l i dad que propusimos ( Tabla l) , ni ngún lote resultó 

excelente, hubo se i s regulares o buenos y la ma yoría (nueve) fueron 

malos (Ta bl a 3) . 

Los primeros l otes de l sustituto de Panme de los e l aboramos media nte 

modif icaciones hec has al procedimiento pro puesto i nicialme nte por 

Tripa thi y col . (19 74). Introdujimos var iaciones en el tipo y concen­

tración de enzimas , t :i.empos de digestión , mejo r el i minació n del mate-

ria l no dige r ido y en las técnicas de secado. Elaboramos 32 lotes 

diferentes de extra c to de manera que los proce sos s e fueron propo­

niendo y desarrollando sucesivame nte mediante evaluación de la calidad 

del lote anterior. Cada l ote implicó di f erencias en las combinaciones 
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de los componentes y en su tratamiento. 

Finalmente desarrollamos un procedimiento con el cual pudimos obte-

ner, a escala de laboratorio , un susti tut o de Panmede (SP) que confiere 

las siguientes cualidades al cultivo en medio TPS-1: 1) calidad consis 

tente, 2) in6culos amibianos menores y 3) mayores velocidades de crecí-

miento amib iano (Fig . 7). 

El esquema general de procesamiento de esta peptona (Fig. 8) consis-

t i 6 en l a digesti6n enzi mát ica de homogene izados de hígad o fr esco 

de bovino durante 4 h a 37ºC. De la mezcla de digesti6n, el material no 

digerido se e limin6 a través de cuatro pa ses seriados : ebull ici6n, fil-

traci6n, ebullición y clarificaci6n po r centrifugac:i6n . Al final de 

esta clarificac]_6n , s e obtenía el extracto soluble que luego era desee~ 

do a 60°C en un ho r no . Nuestro extracto contenía 30% más vitaminas (Ta-

bla 4) y hasta 28% menos aminoácidos (Tabla S) que el Pa nmede . 

Los componentes básicos emplead os son fáciles de obtener y 

bar a tos, por lo que el e producirse e l extrae to a mayor esca l a 

s e reduciría notablemen t e el costo de los cult ivos amibianos 

por concepto de i mportac ión y pé rdidas por la calidad del 

Panmede. 

Por otro lado, el SP podría emplearse también para preparar otros 

medios de cultivo enriquecidos que se emplean para una ampl ia variedad 

de microo r ganismos de interés médico y de reque r imientos nutri-

cionales compl ej os como Trichomonas vaginalis (ATCC cata l ogue 

1982) , Trichomonas gallina~ (ATCC cata l ogue 1982) , Gia rdia intest i na lis 

(Vis1,esvara 1980 ), Naegleria fowleri '' N. gruber!:_ (Sirnione y col. 

1966 ) y otras especies dd géne ro F.ntamoeva (Diamond 1968, 

Di amond y Bartgis 1970) . 
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Po r lo que re s pec t a a l suero, lfl concentración que usamos habi tualme.!!_ 

te en nuest r o laboratorio es la que recomiendan Diamond y col . (1978) . 

Sin embargo , habíamos notado gran vah_abilidad en el crecimiento de 

E. histo l ytica con diferen tes lotes de suero . 

Para a nal iza r el ef ecto del s ue ro sob r e el crecimiento de f . histoly­

ti ca usamos cinco cepas (HMl, HM 2 , HM3 , HMJS y HK9 ) cultivadas con 

difer entes concentraciones ( de 4 . 5% a 36. 3% v/v) de uno de los mejores 

lotes de s uero (lote 852B , ver Ta bl a 6) ; enco nt ramos que la co ncentra­

ción óptima de es t e lote e r a diferente a la usada habitualmente y que 

a demás era diferen te y específica para cada una de las cinco cepas 

(Fi g_. 11 ) . Tamb i é n encontramos que la co ncentración Óptima de s ue r o 

para una misma cepa variaba con diferentes l otes de s ue ro (Fig . 10) . 

La determi nac i ón de los parámetros de c r ecimiento (rendimiento máximo , 

t iempo de dupl icación y du plicaciones po r hora) de las cepas ( HMl, 

HM2, HM3 y f-JMJB) mostró que éstos fueron específicos de cepa y dependie­

e r on de la concentrac i ón de s uero adicionado al medio (Tabla 7, Fig. 

12) . Estos result a dos ind i c an claramen t e que para iniciar el cultivo 

con un nuevo lo t e de s ue ro debe de f inir s e su concen tra ción óptima para 

cada cepa. 

Los r esultados obtenidos e n el presente trabajo y d_i_sc ut idos has t a 

aq ui i nd ica r on que la calidad del e l tivo axéni co de E. his t oly tica 

e n medio TPS- 1 de pende de do s a spectos ge nerales muy importan t e s: 1) 

la variabilidad en la calidad de los l o t es de Pa nmede y 2) la calidad 

y concen t r<i c ión del 1 o te de s uero e:np1eado . Estas var iac iones indica n 

que los procedimientos de cu lti vo seg u.Lt.Jos en cua l quier l abo ratorio 

de ben t oma• e n c uenta an1bos factores . De esta ma ne ra pue den establ ece r se 

¡nc.tocolos e s pecif i c'.ls de cepa para lo t e s definidos de Panme de y s uero . 



73 

Por la experiencia con los procedinüentos de cultivo amibiano que 

hemos mostrado en este trabajo, pro ponernos la siguiente seri.e de pasos 

sucesivos que deben darse para definir protocolos de resiembra especifi-

cos de cepa: 

l. Selecci6n de un buen lote de Panmede. Esta selecci6n se puede reali-

zar evaluando el crecirnj_e nto ami bia no a travé s de seis subc ultiv os 

sucesivos c on una cepa fast i diosa (como se descr ibe en Métodos). 

2 . Selecci.6n de un buen lote de suero. Se pueden solicitar muestras 

de sue r o de var i os proveedores; la mayoría de los proveedores de s ue-

r o reservan normalmente un lote dado hasta que el comprador pueúa 

seleccionar el más apropiado. 

Aunque la calidad de los lotes de suero pueda ser asegurado por 

el proveedor, e l control de calidad generalmente es realizado con una 

sola línea celular (Freshne y 1983) . En el caso de~· histolytica los 

requerimientos de calidad ~ : of! mayore s , por l o que el comprado r de be 

realizar sus pr opias pruebas. El lote a prueba debe ser capaz de 

soportar el crecimiento de la cepa más dj fici l de cultivar de la co 

lecci6n durante seis resiembras sucesivas; además de que el r endimie n 

to amibiano obtenido en el últi.mo subcultivo no debe ser in ferio r 

al del cultivo inicial, también debe se r por lo me nos igual o s upe-

rior al del lote de suero en uso . 

Para un control de cali.da d más estr:i.cto, el nuevo lote de suero 

debe ser ca pa z de promover el crecimiento amibiano a inóculos ba-

- ( - 1 03 JOS p . ej .,, am:ibas/ml) y permitir velocidades de crecimiento 

y ren di.rnie ntos mayor es al del lote en uso . Estos parámetros pueden 

deteºrminarse a través de cur vas de crecimiento. 

J . Determinación de la concentrac i6n ópt ima de suero pa r a cada cepa . 
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Se determina cultivando por seis resiembras sucesivas cada cepa 

con concentraciones de suero de 4. 5% a 36 . 3% v /v. Al final izar l a 

6ltima resiembra se determinan los tiempos de duplicaci6n y rendimien 

tos promedio de cada cepa en las resiembras hechas con cada concentra 

ci6n de suero . La concentraci6n 6ptima de suero para cada cepa será 

la que dé mayores rendimientos y menores tiempos de duplicaci6n 

(ver Métodos) . 

4. Determinaci6n de los parámetros de crecimiento de cada cepa. Los 

parámetros de crecimiento se calculan a partir de curvas de crecimien 

to (ver Métodos) obtenidas con diferentes in6culos (i. e., 103 o 

104 amibas/ml) y a la concentrac i6n 6ptima de suero para la cepa 

en cuesti6n. 

5 . Determinaci6n de los protocolos de cultivo específicos de cepa en 

lotes dados de Panmede y suero . Mediant e el anál i sis de las cinéticas 

y parámetros de crecimiento especificas de cepa se define un protoco­

lo estricto que consiste er1 in6culos fijos y tiempos dados de incuba­

ci6n de cada resiembra. 

6. Confirmación de la validez del protocolo a través de la rep roducibili 

dad de los parámetros de crecimi ento amibiano. La validez se es 

tablece a través del registro de la r e producibilidad de los in6cu l os 

y la dispersi6n en los rendimientos amibianos a través de subcultivos 

sucesivos de la cepa en cuesti6r.. En un protocolo estandariza do las 

dispersiones deben se r pequefias (L6pez-Revil la , Rodriguez-B&ez 1981). 

El control sistemático de la cal idad de los cultivos axtnicos amibia 

nos a través de l a producción a escala suficj_entc del sustituto de 

Panmede, la provisi6n de lotes de su ero de ca l jdad adecuada y la estan­

darización de los protocolos de r esiembra servirá para obtener los 
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cul tivos amibianos de calidad 6ptima que se r án empleados para obtener 

r esul tados vá l idos en inves ti gaci6n básica , clínica y epidemiol6gica 

de la amibiasis . 
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CONCLUSIONES 

1 . La calidad de los l otes de Panme de varía ampliame nte ; algunos no 

llegan a soporta r el c rec i miento amib iano . 

2 . Se de s arroll6 , a escala de laborato r io , un procedi miento controlado 

para la elaboraci6n de una peptona de hígado bovino que puede s usti­

t uir con ve ntaja al Panmede corno componente del medio de c ultivo 

axénico TPS-1 , debido a sus siguientes cua l idades : a) promueve el 

crecimie nto a mi biano a ba jos in6culos , b) da rendimientos mayo res , 

c) permite mayores velocidades de c recj_miento y d) tiene calidad 

consistente de lote a lote . 

3 . El crecimiento 6pt imo de E. hi s tolytica depe nd e de l a concent ra 

ci6n de suero adic i ona do al medio TPS-1 . 

4 . La concentraci6n 6pt ima de s uero es especifica de cepa y varia con 

el lote de s ue ro . 

S . Los par,metros de c r ecimien t o son caracter ísticos de cepa y dependen 

del l ote de suero . 

6 . La calidad del c ul t ivo axénico de E. histolytica en medio TPS- 1 

depende princ i pa l mente de dos factore s ge nerales : a) variabi l idad 

en la cal idad de los lotes de Panmedc y b) la calidad y concentraci6n 

de los lotes de suero. 

7 . De bido a las va riac iones en la ca l j_dad de los lotes de Panmede y 

suero puede log ra r se la es tanda r izaci6n de los protocolos de r esiem­

bra de cad2 ce pa s6lo co n lotes c!e Pa nme dc y s ue r o def i_nü Jos . 
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8 . Se propone el siguiente mecanismo pa r a es tablecer protocolo s de 

resiembra especí fico s de cepa . Considera los sigu i en t es pasos sucesi 

vos: 

1) Selección de un bue n lote de Panmede 

2) Selección de un buen lote de sue r o 

3) De terminación de la concentración Ópt ima de suero para cada cepa 

4) Determinación de los parámetros de crecimie nto de cada cepa , 

obtenidos con dife rentes i nóculos y a la concentración Óptima 

el e suero 

5) Determinaci ón ele los protocolos ele cult ivo e s pecíficos ele cepa , 

e n los lotes r es pect i vos ele Panmecle y suero, mediante el anál i sis 

ele los parámetros de crecimiento de cada ce pa. Las va ria bles 

que deben fijarse son: inóculo y tiempo de incubación 

6) Reproducibilidad de la ve l ocidad de crecimiento y del r endimiento 

de los cultivos en cada cepa ami biana con un protocolo de resiem-

bra ciado 
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