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RESUMEN

€3 necesarlo contar con un mbtodo que permita evaluar la viru
lencle de las emlbas . Se ha observado que el hemster lactante es-
més susceptible para producir sbsceso hepédtico amibisno cue el -
hamster adulto, edemAs de las ventajas' que represente en la menipy
lecién de los enimales asl coma la reduccidn del ndmero de emibas-
inbculadas y la via de infoulacién.

Se determina la DISU v DI100 con trofozoftos de cultivo exé

nico de la cepa de E.hiptolytica HM-1 IMSS5. Ohteniendose velores
de 1730 y 20000 amibas para cada dosis respectivemente.

En los pardmetros estudiacos en estss determinaciones Pueron:
tipo de suero empleado- ( bovino o cabelln ) en el cultivo, tiempo
de cultiva ( 48 y 72 } , agltaciéin del infculo y egitecidn del inf
culo con respecto al tiempo .

En donde se observé que los parémetros estudiados son impor -
tantes para la determinacién de la Dosis Infectiva. Se observé que
8l emplear suero de boving le DIgp es més baja gue con suero de ~

caballo asi como para el tiempo de cultivo la DI, es mbs beja -
( valor extropolado ) para 48 horas de cultivo que para 72 horas -
de cultivo .

Ea muy notable la importancia gue tlene la agitacifn del inf-
culo ya que si se aglits se observa una diferencis de porcenteje de
{nfectividad de un 45.3 % . La agitecidn del indculo con respecto
al tiempo debe ser constante de no ser asi se aobserva variaclién en

el porcenteje de infectividad ( p. ej. de 0' a 15' de un 30% en un
infculo no agitado.



INTRODUCCION

Generalidsdes

Le amibiesis es unae enfermedad infecciosa endémica debide -
al protozosrin conocido como Entemosba histolytice (E. histoly-
Eigg). Aunque existen otres amibes que parasiten sl humbre;g. -
histolytice es la Gnice patﬁgéna; en el intestino humano pueden
encontrerse tembién Entemoebs coll, Endolimax nena, Iodemoebe -
butechilii y Dientmmoeba fregillis, y en cavidad bucal puede ha
ber Entemoebs gingivelis. Pero con le excepcién de E. histolytl
gg ninguno de los pfotozaarioa mencionedos tienella capacidad -
de producir lesiones en el intestino, ni mucho menos de invadir
tejidos extraintestinoles, Pardsitos eemejantes a la amibe, co-
mo Hertmenells sp., que pueden producir meningoencefelitis, lle
gan e confundlrese con ella, pero son we ocurrencis ten excepctﬁ
nal gue conetituyen verdaderas rarezas.

Aunque 1m forms més Precuente de emibiesie es la intestinal
y ésta ds origen en muchos casps & un sfndrome bien ceracter{s-
tico (dieenterfe amibiena), la enfermedsd no esté limitade sflo
el aparato digestivo; en ciertos casps los pardeitos migren de-
le paered del intestino @ otras pertes del organismo, dando lu--
ger a graves compliceciones. Le sintomatolonfe de las formae ex

traintestineles de la emibiasis depencderd de su locslizacidn,



frecuencis

Lo emibiasis estrancmitide de hombre a hombre y existe prag
ticamente en todos los pa{ses del mundo. Aungue habituslmente -
ge considere como una enfermedad tropicel, porque su frecuencise
g8 mée eleveda en pefses de climso célidos y hlmedos. En la ciy
dad de México la smibiesis pcups el cusrto luger como ceusa de~
muerte.

E} histplytica es un protozoario de le clese Rhizopoda y --
del género Entemoeba. E1 ciclo de vida de E. histolytice es com
plejo y en el se prpducen algunos cambics en la morfolog{s del-
parfisito: los més importentes son el quiste y el trofozoito o -
forma movil. Las Furmaé intermediss, el prequiste y el metsquis

te, son parte del ciclo biglégico (21).

Morfolog{e

En preparsciones no teMidas, el quiste es una estructurs re
donda u oval que mide qe 35 a 25 micras de dismetro; cuando se
tifie de manera adecuada muestra de 1 8 8 nlcleos, pero lo més -
comfin es que sean &4, con une membrans nucleer delicads que pre-
sente condensaciones de crometine agfegadna sobre la éuperficie
interna, con un endoeoma centrel formedo por uno o varioas grény
loe dispuestos en un 6rgano compacto. Los guistes de E, histoly
tica también muestren cuerpos cromatoides con puntas romas que-
facilitan su distincifin. El citoplasms es ligeremente granuler-

y puede contener algunas vacuoles (Figura 1) (4).



Figura 1,- Quiste binucleado; g, vacuols de glucogenn; n, nucleos;
c, cuerpos cromatoides.



-Aunque existen observaciones experimentales (21) muy suges=-
tives de que le ingestlén de trofozoftos de E. histolytice pue-
de producir la enfermedad, alin en presencla de niveles mltos de
acidez gfstrice, la infeccién habitualmente ee adguiere por la-
ingestién de quistes; una vez gue el parésito se encuentra den-
tro del organismo el quiste me rompe despufs de reduplicacién--
de cads nficleo, el citoplasma que rodea cada nficleo aumente de=-
tamafio y los trufnzoitns resultentes pueden ser identificedos -
en los tejidos, Estos trofuzo{tos miden de 6 @ 40 micras de dig
metro y en preperacionee tefiidas muestren una membrana citoplqi
mica delgade; el contenido se divide clesicemente en dos porcig
nes: une zona externa o exoplesma, que es mfs clara y gue da lu
ger 8 pseudopodos, y una zone interme, o endoplasma finemente -
granuler y con muchas vacuolas. El ndicleo ocupa eproximadsmente
une quinta parﬁe del volumen célulsr y eparece como una esfera-
central rodeada de uns membrena delgada, con ciomatina granuler
dispuesta en masas irrequlares, El cariosoma es prominente y --
con frecuencisestf en el centro del nlclen, aunque en ocasiones
puede ser mAs o menos excentrico; repregenta una érea de conden
sacifn de cromatine y en los cories histolégicos aparece como un
punto obscuro. E1 éree entre el cariosoma y la membrana nucleer
es clara y muestra fibrillds scromfticas (Figura 2) (4).

Estudios de morfolog{a al microscopio electrfnico revelan =
que el citoplesma del trofozofto de E. histolytica es caracteri

zado por la asusencia de organelos que son tipicos de las célue-



end

ect

eritrocito

Figura 2,- Trofozofto gue contiene eritrocitos después de su ipn
gestidn; n, niclen; c, cariosoma; end, endoplasma --

ect, ectoplaema; eritrocito.



les eucariotices como son: mitocondria,eparato de Golgi, reticy
lo endoplasmico rugoso, centriolos y microtubulos. La membrana-
‘nuclear es discontfnua aproximadamente en 50 por clento de su -
superficie, hay fress de menor flensidad en la vecinded inmedie-
ta de los poros. Las vacuolas intracitoplasmicas contienen res-
tos bacterianos y estructuras parecides sl almid6n, gue sugiere
la existencia de Fenfmenos dipestivns dentro de la atmésfera de
1a vecuola. El ceriosome tiene una estructure en todo similar -

al nucleolo de las células superiores (4, 8y 21).

Ciclo Bioldgico

E. histolytice se multipliéa por un proceso de divisién bi-
narle, se he observado que elgunss amibas se dividen de tiempo-
en tiempo por un mecenismo que recuerda a la conjugacifn, pero-
despufs de elgunas divisiones, la motilidad de slgunas amibae -
disminuye vy los organismos muestren menos pseudSpodos, se hacen
redondes y més pequefios, con perdida de materisl en su citoplag
ma., Este estadlo se llame preguiste, y es seguido inmediatemen-
te por la secresidn de una gruess membrena y de 2 a 3 divisio--
nes adicionales del nicleo, trensPormandose en quiste nuevamen-
te. En esta etapa las amibas son susceptibles a cembios de tem-
perotura, pers en condiciones adecuadas de humedsd pueden sobre
vivir por periodos prolongados. Une vez que llegan al estomago-
la capsula del quiste es digerids por el juge gfstrico, el citp

plesma se divide tantes veces comn existen niiclens, y 8 veces -



un nimero mayor; este estedio se llama meta quiste. Estas peque
Aes amibes llegan 8 la luz intestinel sumentan de tamafio y se-
vuelven trofozo{tos, completando el ciclo biolbgico (Pigurs 3)-

(21,24).

Metabolismo

£l deserrollo normel de el trofozoitc de E. histolytice ee-
esencialmente anaserobico, y un patencisl redox bajo es requeri-
do pera obtener un cultivo fptimo. Este protozoario es conside=
rado como un perfsito anaerobico obligado. Les smibass son cape-
ces de consumir oxigeno a pesar de la cerencia de mitocondriae-
y son capaces de crecerken una atmfsfera gue contenga arriba de
5 por clento de oxigeno. El crecimiento de £, histolytica ree-=-
quiere cerbohidratos especificos; glucosa o polimeroe que pue--
den ser convertidos & glucose. El conducto de glucoss envuelve-
uh slstemna de transporte espec{fico que cuente pars abroximadal
mente 100 veces la cantided de azlcer incorporads por endocito-
sis (15).

£l nombre de histolftice aplicado & este parfsito indica --
una capacided para lisar los tejidos. Ciertamente el aspecto -=-
histoldgico de los tejidne sugiere la accidn de ciertes enzimas
histoliticas, la actividad enzimétice genersl estd en relacién-
directa con la virulencias de le amibas.

Despuds de alcanzar el intestino delgado, ya ses por la in=-

yeccifn intracecel experimental, los trofozoltos reguieren un -



Finura 3,- Cicla bioldoicn; 1, trofozafto; 2, fisién binorim; -
3, trofozofto; 4, prenuiste; 6, quiste; 7, desenquis

tamientn; P, metecuiste; 9, nuevos trofuozoftos,
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medio adecuado para soorevivir y multiplicerse, tel medio ésta-
aparentemente proporcionedo por le luz de 1s pared del intesti-
no, ademfs & &ste complejo grupe de reguerimientos contribuyens-
Fectores penéticos, dietfticos, fisinlénicos y otros no bien de
terminaﬁnﬂ, nue dependen cel huésped y es posible que las varia
ciones en estos fectores expliquen por qué huéspedes gue aperen
temente estan recibiendo el mismo ndmero de amibas de la misma-
cepa y ror la misma vis, reaccionan de msnera diferente; algue=
nos de ellos, deserrollendo lesiones extensas con manifestgewss
ciones cli{nicas graves, mientras ntros muestran escass o ningue

na respuesta (21),

Realecidn Huésped-Perésito

De acuerde con le definicifin, una cepa perticular de E. his
tolytica derivada, por ejemplo de un caso de smihiesis humena,-
debe ser considerada como potencislmente patﬁgena paré un hués-—
peﬁ adecuado, cuando se introduce ya sea por via bucel, como -=
gulste, o en forma intraintestinal, como trofozofto. Gusndo se=
producen lesiones en el hufsped, la ceps amibiana se considera=-
activamente pstégena. FPor otra perte la virulencia es medida de
1a patégenicicad, asf que, dedas diferentes condiciones para --
unz misme cep= de E. histplytica, la virulencia puede tener va=-
riaciones entre marpenes muy amplios. La actividad patogfnica -
rie 1a amiba depende de un potencial inherente en el perésito y-

fie las ceracteristices de urn huésped adecuardo, que debe eontap-
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con ciertns condiciones bajo las cuslea el parfsito pueda ope--
rer. Este potencial inherente es herediterio en la emiba y deobe
explicar el porqué de slguna cepas de E. histolytica son patége
nas mientras que otras del mismo protozosrio no lo son, y por -

qué Entamoeba hertmani, Entezmoeba coll y otras amibas son inca-

paces de producir enfermedad. Un analisis sistemftico sugiere -
cue 1la patogenicided debe ser definids en terminos més operacio
nales, probablemente relacionados con el comportamiento real --
del porAsito, que tree como resultsdo cambios tisulares y enfer
medad, La diferencis entre lo amiba patfigens gue ceusa enferme-
ded, puede praobeblemente ser referides 8 2 actividades fundamen-
teles: penctracifin del epitelio y diseminscidn de los tejidos.-
La penetracifn del epitelio ea pnalblemente el factor primor---
diel de la invacién de la pared intestinal, mientras que la di-
seminacifén en los tejidos ocurre después y no siempre es segui-
da por la produccifn de lesiones. Por lo tanto se sugiere fque -
los mecanismos de patogenicidad de la amiba son mis complejos -
de lo que se ha creldo haste ahora, y que el hufsped desempefia-
un pepel muy importante en la determinacifn de la presencia o -

ausencia de la enfermedad (21),

Indice de Patogenicidad

Los Factores genfticos de la enfermedad probablemente tien-
den a determinar en forma primnaris les variaciones de la viru--

lencie de distintas cepas. Lo estudios iniciales establecieron



una clara correlncifin entre infectivided y patogenicidad, por g
tra pgrte, y la gravedad del cuadro clinico como indice de viry
lencim, por tales razones cada cepe tiene su "{ndice de patoge-
nicided" propio, probshlemente determinado por factores genfti-

cos (8,15,21).

Amibinsis Experimental

E. histolytica es cultivada axénicemente (es decir libre de
becterias) en medio TYI-5-33, el cusl es un medio l{quido que -
se prepara facilmente, donde se ha incrementado la reproduccifin
de la amiha, de 24 hores e 8 hores, eumentando el potenciel de=
crecimiento de los cultivos axénicos (6,9).

Se hen reelizado estudios de la actividad citopatogénice de
extractos amibianos sobre cultivos celuleres, encontrandose que
los trofozoftos tienen un efecto toxico y litico saobre le célu-
las, cuyo dafio depende principalmente de le cantidad de amibas-
adminietradas a los cultives celulares (24), Le citopatogenici-
ded es asociade con la funcién de microfilementos intactos y la
movilided de la amibs as{ como & receptores de membrana superfi
ciales, conslderandose como importantes menisdores de le virue-
lencia (1),

€l mecanismo citopetogénico se he estudiado con un modelo--
"in vitro" utilizanda E. histolytica cepa HM-1, cultivade axénj
Eamente y células de ovario de hemster chino (CHU), donde se ob

servaron 3 eventns en le destruccidn de les célulses, como soni-
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1o adherencin smibiana, la citolisis de la cflules CHO, adheri-
dss por la amibs y posteriormente lp fagositosls amibiena de --
las células CHO muertas, observandose que la adherencis sflo se
lleva a cabo por medio de receptores especificos (13). ELl anflf
sis cuantitativo de la virulencia de E. histolytica, de 22 espe
cies, por inoculacifin introhepftica de hamsters lactantes demos
tré gue por lm magnitud de la lesifn producide, la especie HM-1
es ln més virulenta, ya que produjd casi un 100 por clento de -
destruccifin hepftica, ademfs se observf que la eritrofegocito--
ais esta intimamente relecioneds con la virulencia (7,178,19,20).
Le menifestacién patolﬁgicé.severa de E. histolytica indujf
a huscar modelos experimentales que permitieresn producir infec-
ciones con el parésito, siendo,.gatos, ratas, perros, conejos y
cuyos los probedos, en los cusles la infeccifn emibiana se 1imi
tn » la regifin intestinelj la amibiasis‘hepética en el gato ge
vié por inoculacién intrahepética con amibas cultivadas monox§
nicamente, pero se produjeron muertes tempranes, tal vez produ-
cidas por 1nfécc16n bacterlana, los mejores resultedos se nbtu-
vieron el inScular de la misme forms a hamsters., Le superiori--
dad del hmmster es evidente en le susceptibilidad a ls infec---
cifn hepética y en la resistencim relativa 5 1a muerte temprana
marcandose agui el inicio de estudios importantes como es el ca
80 de la virulencia de E. histnlytiéa (22,25), Por estas rezp--
nes £l hamster se considera un buen modelo pars estudiar la aee

curncle histopetolégica producida por el protozoario axenicamen
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te cultivado, ya que nos puede sportar amplia informecidn sobre
gsta enfermedad gue es la amibissis, as{ como de le petogénesis
y respuesta concernientes. E1 estodo morfolégico del parfeito -
en el sbsceso hepfitico del hamster, se encontrf participendp --
del procesp necrdtico, donde se observaron smibes parclslmente-
destruides y otres integras, las cuales mantienen la actividad-
de la lesifin, ss{ como células hepStices en destruccién. Se ob-
servl también un proceso inflemstorio cerecterizado por la pre=-
sencie de leucocitos polimorfonucleares y eslgunos macrofegos -«
(14). Las slteraciones histopatolfyicas produsidas en el higsedo
del hamster son leslones extensas gue muestran escasa inflamas~-
cidn y shundantes zones de necrosie donde la virulencls de la =
cepa no depende exclusivemente de le ®socizcifin bacterisns ya -
que slgunas cepss de emibas cultivadas en condiciones exénicaa-
tienen una virulencia semejente ® las amibas cultivades en me--
dios monoxénicos, demastrandose asl que la virulencis es debidé
al parfisito (2). La produccifn de los abscesos hepfticos en el-
hamster, medisnte la inoculecifin directe de los trofozo{tos, --
nog incline a nuevas investigaclanes tendientes a determinsy --
las dosls Infectivas. 5in embergo debe quedar entendido gue de-
bido al grado de virulencles de las cepes con que se trabaje se-
variara la cantidad minima de trofozoftos que se reguiera para-
la aparicidn de la lesién (11).

Se obtuvieron buenos resultadas en la inoculscilén intrahepf

tiea de E. histolytica en hemsters adultos, pero la virulencia-



de las cepas de este protozoario por medio de 1a inoculacibn a-
hamsters recien nacidos, cuyn suceptibilicnd 8 la infeccién ee-
mayor, msegura que se obtiene uniformidad en la reproduccién de
las leslones hepéticas con menos nimero de smibas inoculadas ~-
(17,

£1 hamster lactente como modelo experimental demuestra que-
1a svolucifin netural de la infeccién hepétice amibiens, no es -
como se habfa supuesto gue la curacidn era expontfinea, sino que
por lo contrario, progresa hecia le extencifin gradusl del hige-
do, dendo necrosis y se produce en un termino de 2 8 3 semenas-
le muerte de la mayoris de los hamsters inoculados. En ia evaly
cifn onetomopatolégice de les lesianes; en donde predomind el -
proceso inflametorio como fase inicia;, constituido por Infil--
tracifn y proliferacién de mecrffagos y células epiteloides, --
quergradualmente se fueron sustltuyendo por necrosis progresive
del tejido hepético (16).

Tomando ésta informacién comn base de profundss investina-=-
ciones, podemos observar que ls emibiasis desempefia un papel =--
muy importante en los pelses que se encuentran en vins de desa-
rrolle incluyendo el nuestra, por lo cual existe la necesidad -
de desarrollar preparaciones inmunizantes para ésta parasitosis
ya que se trata de una enfermedad a 18 que nuestra pohlacién ==
tiene un alto grado de exposicidn.

Se considera que los productsns hiolégices constituyen una -

categorf{a especiol de medicamentos, debido o las dificultndes y



16

problemas que presents su produccifin, control y empleo. Sus po-
tencias han de controlarse mediante anélisis bioldgicos ya que-
no se dispone de pruebas quimicas o fF{sicas vélidas.

La confisnze con que se ecepten los resultados de las prue-
bas dependeré no sflo de su congruencia y presicién, sino tam-
biénde la comprencifin de las dificultedes que entrefia el efecty
ar dichas determinaciones y de los principios que habran de a=-
plicarse paras determinar su confiahilidad, £ animal de prueba-
més satisfectorioc ser{m el ser humana, Para determiner tantn la
inocuidad como lp eficacis, se necesitan grupos gue oscilan en-
tre varios centenares y varida cientos de miles de personas,.qg
ofin sea el estado de deserrallo en que se encuenira el producto.
Por lo consigulente no serf préctico, o poaible realizer inclu-
80 una prueba limitada en el hombre. Pare determinar tanto la -
inocuidad como la eficecis del producto se pueden utilizer -e--
otros sistemas bioldgicos tales como; los cultivos de tejidos 9
animales experimentales de pruebs tales como: ratones, cobayos,
hemsters y monos. Estos animales son relativemente poco costo--
sne y por tento précticos. Cuslguiera que sea el sistema utili-~
zado, el medlo de prueba, bien sea cultivo de tejidos o animel,
habra de controlerse cuidedosamente (10),

Un paso importante para evaluar la caelidad de un bioldglco-
es conocer la virulencls del organismo infectante, asi mismo es
necesarino contar con un modelo animael, lo gue implica seleccia-

nar le especie a prueba, E1 hemster dorado (Cricetus auratus),-




de 18 ? dias de nacldo, por su suceptibilidad a la infecciéne-
con trofozoftos de €. histolytica es un buen modelo experimen--
tel que permite reelizar estudios de infectividad, citopatogeni

cided y neutrelizacifn con éste protozoario.

Datos dosis-respuesta

Clertos campos de la investigacidn médica, particulermente-
en bacteriologfa, farmacalogfa, entomologfm, toxicologia, etc.,
el investigador esta en ocaslones interesade en medir la activi
dad o potencia de sustancias les rumles demuestran una respuesta
graduzada cuantificsble en un individuo en proporcifn & la dnsis
administrrda, en cambio la respuesta es caracter{stice del indl
viruo, es decir; el individuc responde o no 8 la dosis empleada
dependiendo de la suceptibilidad o tolerancim. La respueste obe
servada, frecuentemente, (perc no necesarismente) es la muerte-
o supervivencia.

Debido 2 la veriacidn en la tolerancia de diferentes indivi
duos, es ususlmente posible el seleccionar una dosis de la sus-
tancia la cusl provoca una respuesta en clerts proporcifn de un
gprupo de animeles, 51 a grupos de individuos comparablee se les
administran dosis més grandes o mAs pequeflas del agente, la prog
porcifn de los individuos que responden (por ej. los gque mueren)
variere de acuerdo & esas proporciones. For lo tento, mediante-
el empleo e un range Aprnpiado epropiadn de dosis se hace posi
ble el establecer una relacién entre 12 dosls y le respuesta --

tal coms una curva dosis-maortalidod, la cunl puede ser express-
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ds con una ecuncidn matemftica o ilustrada mediante una gréfica.

Los detos dosis-respuests estan expuestos s une varlacidn -
considerahle (debido sl muesfreo a partir de una distribucién ~
hinomial) vy son pobremente confiables & menos que el ndmero de-
animoles emplesdos en cada nivel de dosis sea infinitemente =--
grande, mAs aln, le relacifn es excealvemente compleje ye que -
le respuesta en terminos de porcentsje o proporcidn no este 1li-
neelmente relacionsde s la dosis. La turve de relacifn de por-=-
centaje de respuests & dosis aritmética es sigmoidea y puede hg
cerse simétrice mediente la graficecidn de porcentaje de rege--
pueste contra los lfgaritmos de la dosis.

El velor de la Dosis Efectiva al 50 por ciento (DESU) se de
termina interpnlendo una linea recte desde el punto donde la -«
respuesta es al 50 por ciento en el eje de les ordenadas donde~
se sefisls 1@ dosis, Este punto sobre 18 ordenads es la DESU 28~
timada,

Se puede hacer una aproximacifin del error estandar de la ==

DESn mediante el método sigulente:

25
£S = (R
DESU
Donde:
5 = Opsviacifin estander de la dosis
M = Nlmero total de animales usados
ES5 = Lrror estader
DE

50 = Dosis efectiva al 50 por clento
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Le determinacién del error éatadnr es uﬁ factor importante-
para poder calcular los l{mites de confiznze de las pruebas,
Los li{mites de conflanza de la DESD aproximados al 95 por -

clento se cnlcula de la siguiente maners:

2 = 0, ¥
95% LCDE = DtSU ( ZxES)
50
Donde:
LC = Limite de confisnza
Z = Urlor para el 95% (se locmlize en tablas)

Determinnndo los l{mites de confisnza podemos decir si las-
determinaclones realizedas son o no confiables.

Esto significe que entre mAs estrechos seen los l{mites, ma
yor serf ls confienza pers gue el valor del parfmetro o la ca--

racteristica quede comprendido dentro de esos lfmites (3,5).
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0BJETIVOS

1.~ Determinar les dosis infectivas S0 y 100 % de trofozo{tos de

E. histolytice cepa HM-1 IMS5 en hemsters lactentee.

2.- Determinar algunos de los factores gue pueden modificar es-

ta pruebe.
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LATERINL ¥ RETODGE

Materinl 8iplénico

Cntomocha histolytica cepr HM-1 IMGS

Hamsters dorados Cricetus auratus de 1 n 2 dias de nacldos

7?0 gom-rdas nor nrueba,
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Cultivo de E. histolytics

E. histolytica es cultivada axénicamente en medio TYIS-33 -

(tripticaso,extractc de levadura, hierro, suerc de bovino) el -

cusl contiene componentes asltamente nutritivos como:

Reguledor de fosfatos
Extracto de levedurme
Tripticass
Glucosa
Cloruro de sodio
Cistefna
Acido ascorbico
Citrato Férrico amoniacel
Llevar con sgua bidest{lada ]
Suero de bavino
Mezcls de vitamines

£l medio de cultivo hase (antes de

ro de hovino y la mezcle de vitaminas)

24,39 ml
12.19 g
24.39 g
12.19 gy
2.3 0
1,21 g
0.2h g
2.4 ml
1000.0 ml
182.92 ml
36,58 ml
que se le agregue el sug

se deposite en un reci--

piente en el que pueds ser esterilizado con vepor a 15 libras -

de presifin por 15 minutos, posteriomente se deja en una estufe-

a 36 % aproximademente 48 horas para probar su esterilidad.

Después en una zona estéril ya sem

con mecheros o en un flu

Jo leminar se le sgrege el suerc y la mezcls de vitaminas (log=

cuales se encuentran previamente estériles) y se envasan 15 ml-

fe medio en cada tubo pyrex 16X150 con tzpdn de roscn también -

estbriles, al medio de cultivo ontes dr envasar se siembran en-

medios e cultivo para pruebes de esterilidad,
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Las amibes son cultivedss en este medio & 35 "C por 48 y 72
horas, los tubos se colocan ligeramente inclinados dentro de la

eatufa (5,8),

Determinacifin de la Dosis Infectiva 50 %

De scuerds con los ohjetivos planteadoa, la determinacifn -
de la Oosis Infectiva 50 % (DISD) se realizé parslelsmente con-
el estudio de la influencia en le infectlvidad de los siguien--
tes factores: tlempo de cultivo de 48 y 72 hores y tipo de sue-
ro empleado en el cultivo de E. histolytice de bovino y cahallo,
Los tiempos de cultivo para la determinacién de le DISD 80N B-w
quellos en los cuzles se observa un crecimiento amibisno Gptimo
sntes de entrar al periodo de lisis. Qon los sueros de bovino o
de caballo se obtuvieron rendimientos importantes en la obten--
cién te blomass amibiana (23).

- Las dosis a estudior fueron: 1 000, 2 0ODC, S5 000D, 10 QOO y
?0 000 trofozoftos en un volumen de 0,03 ml los cuales fueron -
seleccionados arbitrarismente ya gue no exlatian antecedentes =
para la determinacién de una dosis infective de este protozoge-
rio (25),

Para determinar ls DISU se. empleron hamsters dorados (Crice

tus auretus), lactzntes de 1 a 2 dios de nacidos (17).

Fremaracifin de las voals a Infculer

% & tubos de cultive emibiano gue contienen aproximedamente
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109 000 amibas por ml (cada uno) se enfrisn en un recipiente -~
con ague de hiele por 5 minutoe, posteriormente se dejan sedi-=
mentar haéta que le mayorie de las células se encuentren en el-
fando cdel tuho, después se eliminen aproximademente 13 ml de sg
brenadcnte de cada wno de los tubos y se hace una mezcla de los
sedimentos smibiienos obtenidas.

Pare obtener ls concentracidn amibiana de la mezcle se toma
un ml de esta yse doposita en wna cubeta gue contiene 19 ml de~
una solucién reguladora, haclendo as{ una dilucién 1:20, Dilu~-
cifn que se lee en un contedor de células "Coulter Counter”.

£1 resultedo de la lectura se multiplica por 40 gue es el -
factor de correccifn recomendado por el menual del aparato.

Las dosis de 1 CPO, 2 0OC, 5 OO0, 40 000 y 20 NOD emibas se
preparan por medio de diluclones (con medio de cultive) si es -

necesario, de tasl manere que el volumen de aplicacidén see de -=-

0.03 ml,

Elecclén y Preparacifin de los Hamsters pare su Inoculacifn

Le eleccidn de los cemadas debe ser de tal menera gue cada-
cemada cuente por lo menos con 10 crime, las cuales deben tener
buena aperiencla o sea que el color y la texture de su piel -«
sean rojilzae y suave respectivemente, su temperature templade, -
nue no esten mutilados y que sus movimientons sean normales.

El manefo re los hamoters debe reallzarse con muchn culcndo
yva nue los caracteriza un temperemento anrsive.

“ntes de empezor 1a inoculacifin se prepnran °C jaulss pre--
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viemente l{mpias con: viruts, zanshoria, slfalfa, media monzang
y un trozo de algoddn cada y ademfs otre jaula con las mismas -
carascterf{sticas, donde se depositarf cuidadosemente a la modre-
para que permita tomar s las crias de su nido,

€z necesorio umsr guantes (latex) propios para cirojano y -
antes de empezar la inoculacifin se deben frotar bien las manos-
con 1a viruta del nido para que el olor caracter{stico de éste-
se inpregne y al momento de poner a la madre con las crias éatn
no desconozes o sus hijos y se los coma o mutile; es recomenda-

ble sdemés el uso de cubrehbocs,

Inoculacién de los Hamsters :

La via de inoculecidn es directa en el higado y la aplica~-
cibn del infculo (dosis de amibas a probar) se hace con una je-
ringa hipodermice de un ml, Al inocular el hamster se toma éste
" con la mapo izquierds, estirends la piel del abdomen de tal ma-
ners que se hega visible por trensparencie el orgéno hepético,=-
limpiando prevismente la zona de inoculaclbn, se introduce el -
infculo el higado lo cuel debe ser 1o més répido posible eviten
do dejer sangre o residuos del indculo, de ser asl se debe eli-
miner con un algodin 1fmpic, posteriomente el hemster se depasi
ta en su caema,

Le inoculacifin de los hemsters debe se sucesiva, al término
ge éata se deposits culdndosemente & la medre con los hijos y -

ee continua con la sigulente camada,



26

Las cemadas se mantienen en un lugar 1{mpia, templado y se=

observan diariemente.

Sacrificio de los Hamaters

El sacrificio de los hemsters se lleva e cabo a los 7 diea~
de la inoculaciéin. f'ars observer los resultados, se toman 8l --
azar el mismo nimero de hamsters por qrupo, seleccionando (no =
menas de 6), los cusrles se smacrifican en una camare cerrada con
eter, pomteriormente se fijan en una superficle sfilida, ordena=-
dos por dilucifin para gue permita la observaci6n de los resulta
dos.

Les lesiones producides por el protozoarlo se observan hee-
clende una inaicidn donde se locelize el orgfno hepbtico. Consi
derando como positive el hlgado gue presents lesidn macrosclpt-

ca, independientemente de su magnitud.

Aproximacibn Gré&fica del Valor DI

50
De 1os resultados se abtiene un porcentaje de infectividad,

vLcs valores de porcentaje obtenldos ee graficen linealmente
en uns hoja de papel semilogeritmico, las dosis correspondien--
tes se sltusn sohre la abacise logar{tmice, con el auxilio de -
une regla, se traza una linea @ travez de los puntns graficedos
la cusl aea.la més proxlma de ellos. Despubs se treza una linea
vertical a travez del punto donde la curva dosis-respuesta cru-
za la lines del porcenteje 50 y el punto donde lz lines hase es

intersectade, la cual me ohgerve claramente, Gate punto sobre -
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la linea base, es la Dosis Infective 50 % estimnda.
DetrrminAndo los l{mites de confianza podemos o no afirmor-

sl las determinaciones realizadas son confinbles.

Determinucifn de la Uosis Infectiva 100 »

La determinscién de la Dpsis Infective 100 &5 (01100) ae rea
1iz6 inoculando 3 camadee de hemsters lactantes (por prugbo) --
con 20 C50 amibas en un volumen de U.03 ml (dnsis que se selec-
cioné de acuerdo a los resultados obtenidos en la determinacién
de la DISD)' Las omibas a inpcular se cultiveron con suero de -
bovino y se probarcn a les 48 horas de cultlvo.

Pare hacer el anfdlisis de los resultados se incluyeron to--

dos los hamsters sobravivientes de la prueba.

Determinacifin del Efectn de le Agitmcifn del Inéculo sobre

1o Infectividad de E. histolytice

Fara ohservar el efecto de la anitncidn cel imfculo sobre -
ln infectividad de E. histolytica se emplearon hamsters lecten-
tes, amibas cultivades con suero de bovino 1ss cuales fueron --
inoculadas & las LB horaes de cultivo. La dosis seleccionada fué
de 20 Q00 amibas en (.03 ml que es equivalente a la 01100.

£l efecto de la egitacién se ohservé usande 2 grupos de 0-
camedas cnada uno; rn el primer grupo el indcelo se enitd cona--

tantemente antes e su aplicanidn y en el seoundo nrupo el ind-

cula no se anitéd.
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Detarminacidn del Efecto de la Aqitacidn del Indculo con

Respecto 8l Tiempn sobre la Infectividad de E. histolytica

El efecto de ls spitacién de indculo con respecto 8l tiem-
po se observd usando ? grupos de hamsters lactsntes, de 10 ca--
madas cada uno, dichos grupos se inoculardn con 20 CO0 amibag--
en un volumen de 0.03 ml las cusles fueron cultivatdas con suero
de bovine y de un tiempo de cultivo de 48 horas.

Los 2 grupos se inoculaeron & intervelos de 0, 15, 30, 45 y-
60 minutos.

En el primer grupo les suspensiones amibianas se homogeniza
ron perfectemente mediante apitrcidn entes de inocularse.

En el segundo grupo lss suspensiones amibienas no se agite-
ron.

Le determinscifn del efecto de 1a agitecién del infculo en-
la infectividad se realize 8l ohservar a los hemsters por lepa-

ratomis exploratoria,
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en porcentajes de infectivided se-
muestran en los cuadros I, II, ITIy IV,

En los cuadros Iy II aparecen los resultados obtenidos al~-
emplear infculos de smibas de 48 y 72 hores de cultivo respect}
vamente vy cultivades con suero de bovino; en los cusdros III y-
IV los datos derivados del empleo de amibas cultivadas con sue-
ro de caballo y tiempos de cultivo de los infculos de 48 y 72 -
horaae.

En los detos obtenidos se pueden oheervar que hay verlacice
nes en las porcentejes de infectivided las cuales dependen die-
rectamente de las verishles estudiedss, como son: tipo de suero

y la cdad del infculo,
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INFECTIVIDAD DE E. histolytica EN HANSTERS

LACTANTES
Nimero de Poreientn de
*DOS1S Hemsters Hamaters
+ / totales Infectedas
41 000 8/ 30 2642
2 000 17 / 30 56.4
5 00 18 /24 74,5
10 00O 26./ 30 B6.b4
20 ooo 29 / 30 86.6

* Nimero de amibas en 0,03 ml

Cuedro 1.~ Representa el porcentaje de infectivi-
ded de £, histolytica cultiveda con suero de bovi
no e inoculeda a las 4B hores de cultivo. En el -
cuadro se observa cleramente gue al ir aumentando
la concentracifn de smibas sumentm le infectivi--
dad.
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INFECTIVID:AD DE E. histolytica EN HAMSTERS

LACTANTES
Némero de Porciento de
*DOSIS Hamaters Hamsters
+ [/ totales Infectadoe
1 000 3712 21.6‘
2 0oo 5/ 18 273
5 000 10 /.18 5545
10 000 11/ 18 6D
20 DOD 18 /18 100.0

* Nimero de amibas en 0,03 ml

Cumdro 1I.- Representa el porcentaje de infecti-
vided de E. histolytice cultiveds con suero de -
cebello e inoculada & las 48 horas de cultivo. -
En el cuadro se obeerva claramente que 8l ir au-
mentando la concentracifn de smibes symenta lg -
infectividad,
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INFECTIVIOAD DE E. histolytice EN HAMGTERS

LACTANTES
opsts | Mnerode | forodento e
+ / totales Infecteodos

1 000 21/ 10 69.6

2 000 23 /30 76,2

5 0oG 24 /30 ;9.8

10 cog . 27 / 30 89.8
20 00O 23/ 7 a89.8

* Nimero de amibae en 0.03 ml

Cusdro 111.- Representa el porcentaje de infectl
vided de E. histolytice cultivada con suero de =
bovino e inoculsde a las 72 hores de cultivo, --
En el cuadro se ohservs clarsmente que al ir su~
mentando la concentracifin de amibes aumenta la -
infectividad,
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INFECTIVIDAD DE E, histolytics EN HAMSTEHS

LACTANTES
Nimero de Porciento de

* DOSIS Hamsters Hemsters

' + / totale Infectados

1 0oD 8/ 24 32.8

2 000 6 / 30 19.4

5 CNo 12 / 30 33.0

1n oo 18 / 30 ' 59.8
20 0no 20 /7 30 66.6

* Nimerc de amibas en 0,03 ml

Cuedro IV,- Repreaents el porcentafe de infecti-
vidad de E. histolyties cultivade con suero de -
coballo e inoculada & las 72 horas de cultivo. -
En el cuadro se observa claramente que al ir au-
- mentandd la concentracifn de amibas aumenta la -
infectividad,
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En el cusdro V se encuentre representads la DI . de E. his-

50
tolytica, obtenida sl estudiarle con diferentes condiclones (t1
po de suero y edad de infculo) emplesdes en la determinacién, -
asf{ como los limites de cenfienze de cada prueba,

Las dosis infectivas que aparecen en el cuadro se obtuvie--
ron Bl gr&ficar loe porcentajes de infectividaed contre lms do--
sis prohadas,

En las gr&ficas los puntos se unieron por medio de lineas -
rectas, La DI, se encontrf sl trazar una linea recte del 50 %
en ls ordenads & le curve y de ésts a le doels, situace en ls -
ebscisa, Los trazos me hicieron lo mAs priximos posible (gré&fi-
caa (1, 2, 3y 4),

Lo 1i{miten de confisnza Pueron resultedo de un sencillp --
anAlisis estad{stico y &sta determinacifin se resliza con el fin
de hacer el experimento més confisble. Los calculos se hicieron
de la menera siguiente: |

Desarrcllo del calcule de los lfmites de conflenza perae la-
DI50 obtenides =8l emplear amibas cultivadas con suero de bovino

e inoculadas e las 48 horas de cultive,

F : —
ormulas i(x i ;)2
R | e
\ n-1 » o s s« s o o« formula 1
Donde':

5 = Desviacién estandar

x!
u

Promedio de las
donia

n = Nfinero de dosis

x = Valor de cada dosis
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{2 N e v s o formuls?

Jonde:
ES = Error estendar

DI50 = Dosis infective al 50 %
S = Desviacién estandar
4 = Nfmero total de animnles usados
95 % L0py = DI, Z(ZxES) . ... formula 3
. 50
Donde:
LS = Li{mite de Confianze
2 = Uslnr para el 95 % (mse localiza en tables)
Desarrolle:

Calculo ce la desviecifin estendar de acuerdo a la formula 1

SN~
Dosis *logar{tmno de X = X (x - 0)°
la dosls
1 BCG 3.0 - 0.65 N.02
2 0ro 3.30 . -~ .35 0.12
5 Cop 3.R9 - 0.04 0.0016
10 0CG 4.0 + (1,35 0.12
200 coe 4.30 + 0,65 D42
X = 3.65

N

Z(x - %3 = 1.0816

$x - 37 = 1,0816 = 0.27
n-1 4

5 ﬁj—————g"’"”g = 0.52 |5 =052
N n =1 o -
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* Les dosis se transforman @ logar{tmos para hacer més fa~-
cil su manejo.

Cédlculo del error estender de scuerdo & la formula 2

ES =28
DIy ~ I
25 = 1.04
N = 144
2N = 288
Sustituyendo
50 288 16.97
ES = 0,061
DI50

’ .
Celculo de los 1l{mites de confianze de acuerdo a la formule 3

‘ i +
95 ¥ LCDI = 0150 - (Z x €5)

50
DI, = 1730 ;
log de 1m 015U = 3,23
Z = 1.96
ES = 0.061
Sustituyendo
95 % LC = 3,23 1 (1.96 x 0.067)
L} 4
= 3,23 % (0.119)
= 3,23 + 0,119 = 3,34
= 3.23 - 01119 = 3'11

como log valores ae encuentran en lonaritmos se abtiene el enti

logarftmo correspondiente:
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antilog. de 3.346 = 2 187.7

1 288.2

antllng; de 3.11
los li{mites de confisnza fueron: (1 286 y 2 187),
** Nots: Se renlizaron los mismos calculos pera las demfis DI5U'

La DI_ . encontrade fuk de 1 730 emibga, ‘18 cusl fué le me--

50
nor que ©lé une repussts al 50 %; o sea gue con fata dosis se -
obtuvé el 50 % de infectivided y sus condicicnes de cultivo fue
ron: suerno de bovino v tiempo de cultive de 48 hores,

El l{mite de confianza de la b1, fué de 1 288 y 2 187 como
se obeerve es bastante smplio lo que nos indics que la determi-
naclfin es confiable 0 sea que la dnsis ohtenide este dentiro de-
entos l{mites.

En 1a determinecién de la DI, se obeervf que o uns dosis -
de 20 000 amibhas se obtenims un 100 por clento de infectividad -
lo cuel se conprobf el hacer diverses pruebas empleando ésta --
centided de emibas. En la detsrminscifin las emibes que se emw--
plesron fueron cultivades con suerpo de bovino ¢ innculadas & un
tiempo de cultivo de 48 horas,

Clertamente le infectividad que se shtuvf el infculer 20 00O
amibas fué del 100 %. Al determinar sus 1{mites de confienza se
vif que ls dosis estaba dentro del intervalo de 20 816 y 13 061
por lo cual la pruebs fué acepteble, cuadros VI y VII,

El efecto de la sgltacién del inbculo sobre la infectividsd

de E. histolytica en los hamsters lectontes se estudié en doe -
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gruppos, inoculando la DI100 .

En el primer grupo el indculo se aglté constentementes al --
ser aplicado y en el aegundﬁ grupo el infculo no se gité al B--
plicarse, &ste prueba se realizf paralelamente, Lee amibas uti-
lizadas como infculos se cultivaron con suero de hovino y de ca
ballo y fueron inoculadas a las 48 horas de cultivo. En los cug:
dros YIII y IX se obeerva cleramente el efecto de agitacidn del
inGculo sobre la infectivided de £. histolytica, dendn una dife
rencis de porcentaje entre el infculo agitedo vy el no sgitedo -
de un 45.3 % en el caso de las smihes cultivadas con suero de-
bavinn y un 46 % en lss cultivadess con suere de cabello.

La influencis de ia agltecibn del indculo con respecto al -
tiempo en la infectivided tenbién Pué estudiede, y las condicip
nes del experimento fueron: 20 000 amibss en 0.03 ml, cultivae-
das con suerc de bovino e 1n6culaa de 48 hares de cultivo.

En el cumdro X y ls gr&fica 5 se representan los resultados
de Este experimento, los cusles me expressn en porcentaje dge ip
fectividad.

En el grupo 1 (donde se agita el infculn) se obtiene un por
centaje de infectivided de 98 % en promedic, mientras que en el
grupa 2 (donde no se egita el infculo) el porcentaje de infecti
vidad en promedio es de 51.8 dando une diferencia de porcenteje

de 46,8 entre los 2 grupos.



Dopsis niimero de amibas en 0.03 ml.

S5 000 10 000 20 000

2 000

1 nNno
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UETERMINACIODN DE DI50 DE E. histolytice CULTIVADN HXENICAMENTE

(/“ DISU s 1 730
=

1 L ] 1 i 1 1 1 1 i i 1

S 10 15 20 10 48 50 &0 70 80 B85 90 95
Porcenta je de Infectividad

Gréfica 1.- Las smibas utilizadss para ésta determinacifin
se cultivaron con suero de bovino y se fnocularon & las -
48 hores de cultivo. La DI obtenide equivale a 1 730 e-

50
mibas comop ee indica en la gréfica.




Dosis nfmero de amibas en 0.03 ml.

2 Doo S 000 10 C00 20 000

1 000

4o

DETERMINACION DE DI50 DE E. histolytica CULTIVADA AXENICAMENTE

[DISD = 4 400

1 1 1 1 1 i 1 1 i

i ]
5 0 15 2 30 4D 50 60 70 80 B85 90 95
Porcentaje de Infectivicded

Grédfica 2.- Les emibas utilizadas pera Bsta determinacifin
se cultivaron con suero de bovino y se inocularon a8 las -
72 horas de cultivo. L= DI50 obtenida equivele a 4 400 a8~
mibes como se indica en la grafica.




Dasis ndmero de emibss en .03 ml.

2 Nro

10 Qo 20 000

5 040

1 000
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DETERMINACION DE LA DISU OE &, histolytics CLLTIVARA AXENILHMNENTE

|
»
ki
-
e
i L | S | H 1 1. 1 1 i 1 1
5 10 15 20 ° 30 40 S0 60 70 80 85 90 95

Porcentaje de Infectividad

Gréfica 3.~ Las emibas utillzadss pars ésta determinacibn
se cultivaron con suero de ceballo y se inocularon a las-
48 horas de cultivo, No fuk posible determinar la DI50 en
Este casa ya gue el trazo de las lineas del 50 % y la de-

la dosis no puede hacerse ya que la curva cae fuera del -
SD% L]



Dosis nlmero de amibes en D.03 ml.

2 100

10 000 20 ooa

5 00o

1 0oe

L2

DETERMINAGIUN DE LA DISU DE E. histolytica CULTIVADN AXENICHMENTE

L f 0150-=7800

1 L 'l 1 L i [\

i 1 ] J 1 .
5 10 15 20 30 4D 50 60 70 BO B85 90 95
Parcentaje de Infectivided

Gréfice 4,- Las smibas utilizedss en ésts determinacién
se cultiveron con suern de caballo y se tnocularon @ --
72 horas de cultivo. La DISU obtenide equivale & 7 800-
amihas como se indice en la gréfics.




DRATS INFLOTIVAS RL SO % DE E. hiastolytica CULTIVADA QRJU

DIFERENTES CUNDICIONES. PRUEDA REALIZADA EN HolUTERS LACTANTES

TIPO TIEMPC DOSTE ERROR LINITES
DE DE INFECTIUR N DE
SUERD CULTIVU 50 % ESTANDRK CUNF IANZA
(horas)

Le 1 730 0.061 1288 y 2 187

BOVIND

' 72 4 400 0.080 3019y 6 165

48 200 0.061 151 y 257

CABALLD
72 7 8ng 0.061 5 011 y 10 209

* Vslor extrapoladn

Cundro V,~- Se indicen les DISD ohtenidas con diferentes variables como

son tlpo de suero emplemdo y el tiempe de cultive en horas. Se puede -

chservar que los DISn eatan dentro de los lfmites de confimnza determi

nRdos.

€Y



DOSIS INFECTIVA AL 100 % OE E, histolytica CULTIVADA CON SUERG

OE BOVINU E INOCULADA A UN TIEMPD DE GULTIVC DE 48

HORAS
+DOSIS Nimerc de Porciento de Limites
Hemsters Hematers de
+ / totales Infectados Confianze
28 / 28 100
20 / 20 100
20 noo 13 D16 y 20 816
137 13 100
Promedio 100

* Nimero de emibas en 0,03 ml

Cuadra VI,- Se obsrva que con une dosis de 20 000 emibes se obtiene un

100 % de {nfectividad asi comd los limites de confisnze que noe indi--

can que la dosis estudisda 8stm dentro de ellos.
]

%
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DOSIS INFECTIVA 50 y 100 % DE E. hietolytica
CULTIVADA CON SUERD DE BOVIND € INGOUL D4 & Lij
48 HORAS DE CULTIVO. PRUES: RESLIZADA EN
HAMSTERS LACTANTES.

Tiempa de
Dosia Dosis
cultivo del Infectiva Infectiva
inftulo 50 % 100 %
(horas) kDIN ) (LI ; )
. 50 . g
L8 1 730 20 0no

* 'mibas inoculades en C.03 ml
Cuadro VII.- Se eligleran como dosis infectivas 50 -
y 1°0 % las que dieron ésta respuesta 8l mismo t1em-

pn de cultivo,



EFECTO DE LA AGITACION DEL INOCULD “OBRE LA VIRULENCIA DE E. histolytics

CULTIVADA BAJ0 DIFEMENTES CONDICIONES E INCCULADA .1 LAY h8 HORAG DE QULTIVD

PRUEBA REALIZADA LM HAMSTERS LAGTARTES

TIPO TIENFED DE AQITADO NO AGITADD
gEERU ggtTIUU grupo 1 grupo 2
INGCULD Némern de Porciento de| Nimero de Porciento ce
(hnras) Hamsters Homsters Hematers Hematers
+ /totales Infectaros + /totnles Infectrdos
6 /77 ng /17 sA
novING in 5/8 100 9/ 10 an
9 /15 1] 5/ 17 29
12 /12 100 5 /15 28
373 100 15 / 18 ng
LnoaLLt: Le 6/6 100 7/ 15 4o
WA 100 h / 1 29

* Donin empleado de 20 CNN amibas en 0,03 ml por hamster.

Cumdre VIII,~ Se observen variaciones en la infectividad con las diferentes

condiciones de pruebsa,

9%



Cundro IX.-

EFECTO DE L\ AGITACION DEL INDCULD SCBRE LA VIAULENCIR DC
E, histolyticae, PRUEBA FEALIZADA EN RAMHTERS LACTANTES

AGITADO NQ AGITADD DIFLRENGIA
grupo 1 yrupe ? %3
n E :A-J'
CONDICIUNES PORCENTJE
Parciento de Forclento de
Hamsters Hamaters fgitado ~ No Agltado
Infectados Infectados
Suera de
Bovino 87 H1.7 45,3
(48 horas)
Suero de
Cehnllo 100 Sh 46
(40 horas)

Lo donis emplonde Pué de 20 000 amibas en D.07 ml.

La variacifn entre ol {nfculo mgitando v el no anitade es alfa
y mato se puede absarvar en la diferencla de porcentsje obte~

nida no importando el tipo de suero empleado.

Lh



EFELTE DL L AGITACION DEL InUGPLE UON RESVEGTO AL TICHRU v SU REPENGLCION
EN LA INFEETIVIDAD 08 E. nistelytica COLTIV. D Gl UL L Lt BOVING €

INDCOLADA [0 L5 48 HUAG DE SULTIVL.

PHUER: e LT 27 b LN HAELTERG LACTINTES

AGIT DU NG AGIT=O0
- n 1 y 2
TIERPD arupn Grupo DIFE T In
EN DE
HINUTOS Nimero de | torelento de Nimeru de Harelento delPGRCENTIL
Hamsters Hamsters Hamatera Hamaters
+ /totaleg InPectados + / totoles] Infoectados
n 30/ 30 100 32 /73 Q3
15 4n /4N 100 29 / 45 213
3 20 /7 20 100 15 / 3 49 46.8
L5 3% /35 926 12 /47 31
1210 P /35 o, a8/ 3 24
Promedio ap 51.8

Suadro X.- Los resultedus de infectivided obtenidos entre el infcule agltaro
v £l no agltado con respecto ol tiempo muestren una nran diferencia de porced

taje h6.8 ¥,

a4



EFECTD DE Ui AGITHCION DEL INCCULU COM HESPECTO AL TILNMPU EN LIS
PRUCAAS OF INFECTIVIDAD OF E. histolytica

100

.....

Parciento de hemsters infectados

.
R
ot

TN

Y

5 0 4 60

Tiempo (minutos)

wn

Gréfica S.~ Lam barras punteadas muestran como en un inéculo no agitado
hala le infactividad con respecto al tlempo, con diferencis al indculao-
agitada (barras rayadas ) que ee mantiene en los 3 primeros tiempos.

6%
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DISCUSION

La DI50 de E, histolytics es diferente de acuerdoe al tipo =
suero empleado en el medio de cultivo.

Al usar emihas cultivadas con suero de bovino se encontrf -
que la DI50 fué menor cuando se emplearon infculos e .8 horas-
de cultivo, gue cusndo se emplesron indculos de 72 hores de cul
tivo.

En el empleo de emibes de 48 hores de cultivo, la dosis obe
tenids fuf de 1 730 amibas, con un l{mite de confianza de 1 288
y 2 187 emibas y ml user smihas de 72 hores de cultivo se obtu-
vé une dosis de 4 LOD amibes, con un l{mite de confianza de ==~
3 019 y 6 165 emibas,

Les emibes cultivadas con suero de caballo dan una DISD me=
nor con infculos de 48 hares que con infculos de 72 horas de --
cultivo.

La dosis que se obtiene el emplear emibas de 48 horas de e
cultivo de 4B hores es menor y se obtiene sl extrapoler lps da-
tos y da un valer de 200 emibes, con un l{imite de confisnza de-
151 y 257, Les smibee de 72 horas de cultivo dieron uns dosis -
meyor con un valor de 7 800 y un intervalo de confianza de e-a-
5 011y 10 209 amibaes.

Con respecto & estos resultedos =e puede decir que & 188 -
48 horas de cultivo las amibes se encuentran en el momento en -

¢l cual son mée infectives, en los resultedos se observa que --
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8 las 4A horas las amihas =e encuentran en el momento en el -
cual son mAs infectivas, en los resultados se ohaerva que las -
emibas en amhos casns; ye sea 31 emplesr suerc de bovino o de -
cebello en su cultivo siempre dieron los porcentajes de infecti
vidad mfs altos,

La determinecidn de la dosis infectiva 110 & de E, histply=-
tica cultivnds con suero de bovino e inéculeda a las 48 horas -
de cultivo, ae encontrd cercana n 20 MO0 amibas, por lo gue se-
efrctuo una serie de pruebas utilizando éatse dosis,

Fosteriormente se comprobf que la dosls infective 100 fué -
de 20 ONC amibae con un limite de conflanze de 13 061 y 20 816~
como se nbserva 1A dosis estimada coe dentro dentro del interva
lo.

Las dosis infectivas 50 y 100 % Fﬁercn de 1 730 y 20 DOO B~
mibas respectivamente, lss cuales fueron tultivedss con suero -
de bovino e infculadas a 1as 4O horas de cultivo,

N1 estudiar la influencie de 18 snitacidn del indculo en la
infrectividad antes de su aplicacidn. Se observd gue los velores
exnerimentales de las DI5U v DI*OD son modificados debido a le-
velocidad de sedimentaclfin de las amihas,

Se encontré our si el infculo no es agitads antes dr gy —we
aplicacifn, 1a dispercifn de &ste no es homngenes, lo cusl pro-
duce una beja en el porcentzie dr infectividad en el hamater de
un 45,3 %, esto es cuAndo se utilizan amibas cultivadas con sug

ro de bovino.
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Cuando se usan amibas cultivadas con suero de ceahallo se ==
produce una baje en la infectividad de un 46 i,

Otro factor importente es el tiempo de incculacidn gue nos-
muestra que con un indculo agitrdo constantemante se obtiene de
un 94 & un 100 4 de infectivided, sin embargo si el inSculp no=-
es agitado constantemente el.porcentaje de infectividad disminu
ye de un 93 &8 un 24 A,

Estos resultedos nos indican lo importante que es la eplice
cidn constente del infculon y que el tiempo de agltacifn dehe ==
ser menor de 15 minutoe entre ceds inoculacifin,

En el desarrollo de éste trabsjo mungque no ests dentro de -
los objetivos es importasnte hacer notar que pare llevar & cabo-
una prueba de virulencia en perfectas condiciones de manejo y -
ocbtener resultedos confiables, es necessrio que el enimel de ==
pruebe (hamster lsctante) tenge huen trato y limpieza, realizar
18 pruebe tranquils y metddicamente pars esvitar ls exsasperg---
cidn de 12z medre y en consecuencis el canibalismo.

Cabe menclionar que el modelo elegldo fué el mejor ya gue ps
ra la prueba de infectivicdad, nos dieron resultados muy constan
tes y adamhs confisbles, debido a la sensibilidad rue tiene el-
hamster al parésito y su fructifera reproduccién.

Un factor importente es el cuidado que se tenga en la prepa
racifn de los inficulos, que les emibes se encuentren activas y-
gue la csntidad de amibas sea lo més exacta posible, eato va a-

depender también de la presicidn del materiml y mperatos a uti-
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lizarse,

La observacifn y/o exploracibén de los animeles infectados -
debe hacerse también en forma orornizada, enumerando los hams--
ters tomados sl azar y ordensndolos por dosis, esto feciliteré-

le observecifn y la obtencifin de los resultados.
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CONCLUSIQNES
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En hamsters luactentes de 1 a 2 dias de nécidos, 1. DISU con
infculon de amibas de 48 horas y cultivedss en medios prepa
rados con suern de bopvino, tiene un valor menor en compara-

ci6n con las cultivadas con suero de caballo,

La 01100 tiene un valor de 20 000 smibes, con infculos de -
48 hores y dessrrolledss en medio de cultivo preparado con-

suero de bovino.

Es conveniente realizer pruebes de infeccién con infculos -

de 48 horas de cultivo.

Es necesario agitar continuemente el indculn manteniendn hg

mogenea la suspencifn durante el proceso de infculacidn,

El infculo debe ser mgitado con intervalos de tiempo no ma-
yores de 15 minutos, ya que sl se excede éste intervalo se-
observa una disminucién en los resultedos de infectividad,-

debidos = la sedimentecidn de las células.

Es necesnrio continuer con los estudios sobre la pruebe dee

infectividad de E. histolytica v factores que puedan modifi

carla,
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