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RESL~~N 

és necesnrio contar con un m~todo que permita evaluar la vir!!. 
lencia de len e~ibRs • Se ha observado que el hamster lactante ea

més susceptible para producir absceso hepático emiblano que el 
hemster adulto, edem~s de las ventajas· que representa en le menlP!!. 

lec16n de loe enlmelee eei como le reducci6n del número de emibee
in6culades y le vle de in6culaci6n. 

Se determine la 0150 y DI 100 can trofozo!toe de cultivo ex! 

nico de le cepa de f..hietolytlca HM-1 IMSG. Obtenlendose valores 
de 1730 y 20000 amibas pare cada dosis respectivamente. 

En loe perémetros eetudlacoe en estee determinaciones fueron: 

tipa de euera empleada· ( bovino a cabello ) en el cultivo, tiempo 

de cultivo ( 48 y 72 ) , agitación del in6culo y egiteci6n del in~ 

culo can respecto el tiempo • 

En donde se abeerv6 que los perémetras estudiados son impar_ -

tantes pare la determinación de le Dosis Infectiva. Se observó que 

el emplear suero de bovino le DI50 es.m6s baje que can euero de -

caballo asi como pera 
( valor extrapolado 
de cultivo • 

el tiempo de cultivo la 0150 es m6s baja -

pnra 48 horas de cultivo que para 72 horas -

Es muy notable la importancia que tiene la agit~ci6n del in.é_
culo ya que ei se agita se observa une diferencie de porcentaje de 

infectivldad de un 45.3 % • Le agitec16n del ln6culo con respecto 

al tiPmpo debe ser constante de no ser asl se observe ver1eci6n en 
el porcentaje de infectividad ( p. ej. de O' a 15 1 de un 30% en un 
in6culo no ~gitado. 
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INTRODUCCIDN 

Generel1dedee 

Le emib1ee1s es une enfermedad infeccioea end~mice debida -

el protozoario conocido como Entamoeba h1etolvtice (f. histoly

~). Aunque existen otras amibas que pereeiten el hombre f. -
histolvtica es la Gnica pat6gena¡ en el intestino humano pueden 

encontraree tambi~n Entemoebe .!lll!!.1 Endolimax .!!!!!!.!!.1 Iodamoebe -

butachilii y Dientamoeba fragillis 1 y en cavidad bucal puede h.!!. 

ber Entamoeba gingivalie. Pero con la excepci6n de f• hiatolyti 

.EJ! ninguno de loe protozoarios mencionados tiene la capacidad -

de producir lesiones en el inteatino 1 ni mucho menos de invadir 

tejidos extrainteetinoles. Par~aitoa aemejantea a le amibe 1 co

mo Hartmanelle .!12.•• que pueden producir meningoencefelitia, 11!, 

gen a confundirse con ella, pero aon ~e ocurrencia ten excepci.Q. 

nel que conetituyen verdaderas rarezas. 

Aunque le forme mAs frecuente de amibiaeie es le intestinal 

y ~ate de origen en muchos ceeoe e un alndrome bien cerecter!e

t1co (disentería emibiene), la enfermedad no eetA limitada e6lo 

el aparato digeativo¡ en ciertos cesoa los par6s1toe migren de

le pared del intestino e otras partee del organismo, dando lu-

gar a graves complicacionee. Le eintomatolog{e de las formas e]i 

trainteetinalee de la amibiaeis dependerA de su locelizeci6n. 



3 

Frecuencia 

La amibieaia eatranemitida de hombre a hombre y existe pra,E. 

ticamente en todos los países del mundo. Aunque habitualmente -

ae considera como una enfermedad tropical, porque eu frecuencia 

ee mée elevada en pa{aee de climaa célidos y h6medoe. En le ci.!! 

dad de M~xico le emibieaia ocupe el cuarto lugar como ceuea de-

muerte. 

f• hietolytice ee un protozoario de la clase Rhizopode y -

del g~nero Entemoebe. El ciclo de vide de f. hletolytlce ee CD.!!!, 

plejo y en el se producen elgunoe cambios en le morfología del

parésl to; loe m6s importantes eon el quiete y el trofozolto o -

forme movil. Las formes intermedlaa, el prequiste y el metequl.!!. 

te, son parte del ciclo biql6gico (21). 

Morfolog{e 

En preparaciones no te"idse, el quiste ea una estructure r,! 

donde u oval que mide de 3.5 a 25 micras de diemetro¡ cuando se 

tlMe de manera adecuada muestre de 1 e 8 nGcleoe, pero lo mAe -

comGn ea que sean 4, con une membrana nuclear delicada que pre

sente condeneeciones de cromatina agregados sobre le euperf icie 

interna, con un endoeome central formado por uno o varice grén,!! 

los dispuestos en un 6rgano compacto. Los quistes de f. histoly 

tics tambi~n muestren cuerpos cromatoides con puntas romas que

fec 1 liten eu d1st1nci6n. El citoplasma es ligeramente granuler

y puede contener algunas vacuolas (figura 1) (4). 
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Figure 1.- Quiste binuclear.o; g, VAcuole de glucogeno; n, nuclece¡ 
e, cuerpos crom!toidee. 



5 

Aunque existen observaciones experimentales (21) muy suges

tivas de que la ing~etión de trofozo{toa de f. histolytica pue

de producir la enfermedad, aún en presencia de niveles altos de 

acidez g6strica, le infección hebituAlmente ee adquiere por la

ingeati6n de quietes; una vez que el parAaito se encuentra den

tro del organismo el quiete ee rompe despu~s de reduplicaci6n-

de cada n6cleo, el citoplasma que rodea cada núcleo aumenta de

tameMo y los trofozoitos resultantes pueden ser identificados -

en los tejidos. Estos trofozo!tos miden de 6 a 40 micras de di.!!, 

metro y en· preparaciones teMidas muestran una membrana citopla.!Í, 

mica delgada; el contenido se divide clasicamente en dos porci.Q. 

nea: une zona externa o exoplasma, que es mAs clara y que da l,!! 

gar a pseudnpodoe, y una zona interna,, o endoplasma finamente -

granular y con muchae vscuolas. El núclao ocupa aproximadamente 

una quinta parte del volumen c~lular y aparece como una esfera

central rodeada de una membrana delgada, con cromatina granular 

dispuesta en mesas irregulares. El cariosoma ea prominente y -

con frecuencieeet~ en el centro del núcleo, aunque en ocesionea 

puede ser mAa o menee excentrico; representa una área de conde.!!, 

ssci6n d~ cromatina y en loe cortes hiatol6gicos aparece como un 

punto obscuro. El Ares entre el carioeoma y la membrana nuclear 

es clara y muestra fibrilles acrom~ticas (figura 2) (4). 

Estudios de morfología al microscopio electrónico revelan • 

que el citoplasma del trofozo{to de f.· hiatolvtica es caracterJ. 

zado por le ausencia de organeloa que son típicos de lea c~lu--
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eritrocito 

Figura 2,- Trorozo!to que contiene eritrocitos despu~s rle su i.!l 
gesti~n; n, núcleo¡ c, cAriosomA¡ end, endoplasma 

ect, ectopleem~; eritrocito, 
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las eucarioticas como son: mitocondria,eparato de Golgi, rPtic.!:!, 

lo endoplasmico rugoso, centriolos y microtubulos, La membrana

nuclear es diecont!nua aproximadamente en 50 por ciento de su -

superficie, hay ~reas de menor densidad en le vecindad inmedia

ta de los poros, Les vacuoles intrscitoplasmicas contienen res

tos bacterianos y estructuras parecidas el almid6n, que sugiere 

le existencia de fen6menos digestivos dentro de la atm6sfera de 

la vacuols. El csriosoma tiene una estructura en todo similar -

el nucleolo de les c~lulas superiores (4, 8 v 21), 

Ciclo Biol6gico 

f. histolytice se multiplica par un proceso de d1vis16n bi

naria, se ha observado que algunas amibas ee dividen de tiempo

en tiempo por un mecanismo que recuerda a la conjugaci6n, pero

despu~e de algunas divisiones, la motilidad de algunas amibas -

disminuye y los organismos muestran menos pseurt6podoa, ee hacen 

redondos y más pequeños, can perdida de material en su citopla_!!. 

ma. Este estadio se llama prequiste, y es seguido inmediatamen

te par la secresi6n de una gruesa membrana y de 2 o 3 divisio-

nes adicionales del n~cleo, trenefarmandaee en quiete nuevamen

te. En esta etapa lee amibas san susceptibles a cambios de tem

peratura,· pero en condiciones adecuadas de humedad pueden sobr~ 

vivir.por periodos prolongados. Una vez que llegan al estomago

la capsula del quiste es digerida por el jugo g6strico, el cit.Q. 

plaama se divide tantas veces comn existen n6cleos, y e veces -
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un n6mero mayor¡ este eatsdio se llama meta quiete. Estas pequ~ 

Res amibas llegan a la luz intestinal aumentan de tamaílo y se

vuel ven trafozo!tos, completando el ciclo biológico (figure 3)

(21,24). 

Metabolismo 

El desarrollo normal de el trofozoito de f. histolvtics ee

esencialmente anserobico, y un potencial redox baja es requeri

do pera obtener un cultivo 6ptimo. Este protozoario es conside

rado como un par~sito aneerabico obligada. Las amibas san capa

cea de consumir oxigeno a pesar de le carencia de mitocondriaa

y son capaces de crecer .. en une atm6efera que contenga arriba de 

5 par ciento de oxigeno. El crecimiento de f• histolytica re--

quiere cerbohidratos específicos; glucosa o pol1meros que pue-

dan aer convertidos e glucosa. El conducto de glucosa envuelve

un sistema de transporte especÍf ico que cuenta pare aproximada

mente 100 veces la cantidad de ez~cer incorporada por endocito

aie (15). 

El nombre de hietalítics aplicado e este par~sita indica 

una capacidad para lisar los tejidos, Ciertamente el aspecto 

histológico de los tejidos suqierP la acci6n de ciertas enzimas 

histal!ticae, la actividad enzim~tica general est~ en relaci6n

directa con la virulencia de lP amibas. 

Despu~s de alcílnzar el intestino delgado, ya aes por la in

yecci6n intrncecal expPrimental, loa trofozo!tos requieren un -
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Fir:iurl'l 3.- Cl.clo biolÓ~ico; 1, trofozní~o; 2, fisi6n binnria; -

31 trofozoíto; 4, pre~ulste¡ 5, nuiote¡ ?, desenqui~ 

tamlentn; n, mrt~~ul9tP¡ G, nuevos trofozo{tos. 

3 
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medio adecuado pera soorevlvir y multiplicarse, tal medio ~sta

operentemr.nte proporcionrco por ls luz rte ln pared del intPsti

no, ad~mf.e o éste complejo grupo de requerimientos contribuyen

fectoree gen~ticoe, d1et6ticos, fisiol6gicos y otros na bien d,g_ 

termlnedoA, que rlependen del hu~sped y es pasible que las vari.l2_ 

clones en estas factores expliquen por qu~ hu6spedes que apere!!. 

temente estan recibiendo el mismo n6mero de smihas de la misms

ceps y ror la misma vla, reaccionan de msnern diferente¡ algu-

nos de ellos, desarrollando lesiones extensas con menifeste-••• 

cianea clínicas graves, mientras otros muestran escasa o ningu

na respuesta (21). 

Realac16n Hu6sped-Psrée1to 

De acuerdo con la definici6n, una cepa particular de f.. ,h!..!!. 

tolytica derivada, por ejemplo de un ceso de amibissis humene,

debe ser considerada coma potencialmente pat6gena pera un hu~s~ 

ped adecuado, cuando se introduce ya sea por via bucal, como -

quiste, o en forma intrsintestinal, como trofozoíto. Cuando se

praducen lesiones en el hu?sped, la cepa smlbiana se cansidera

sctivamente pat6gena. Por otra p~rte la virulencia es mr.dldíl de 

la pat6genici~ad, ea! que, darlAs difPrente8 condiciones para 

unR mlsme cPp~ rle f.. hlstolytica, la virulr.ncla puede tenrr va

~isclones entre rn~r~enes muy nrnr.llas, La nctivldnrl petn~~nica -

rlr ln amibA r1epende de un potencinl inherente Pn el pBr~sita y

r1P. Vrn C?l'nctr>r!RticAEJ ne un huéapr>r1 nrlr.r:unr!o, r¡ue debe contar-
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con clertno condiciones bajo las cualr.s el por~sito pueda ope-

rar. Este potencial inherente es hereditArio en lA amiba y dr.be 

explicar el porqué de alguna cepas de f. histolytica aon pat6~,g_ 

nea mientras que otras del mismo protozoario no lo son, y por -

qu~ ~eba hartmani 1 Entemoeba E.f!.11 y atrae amibao son inca

paces de producir enfermedad. Un analiaie s1stem6tico sugiere -

cue lo patogenicidad debe ser definida en terminas m6s operaci.f!. 

n~leo, probablemente relacionados con el comportamiento real -

del por6sito, que trae como resultado cambios tisulares y enfe.r. 

medad, La diferencia entre la amiba pat6gena que causa enferme

dad, puede probablemente ser referida a 2 actividades fundamen

tales: penr.traci6n del epitelio y diaeminaci6n de los tejidos.

La penetreci6n del epitelio ea posiblemente el factor primor--

dial de la invaci6n de la pared intestinal, mientras que la di

seminac16n en los tejidos ocurre despu~s y no siempre ee segui

da por la producci6n de lesiones. Por lo tanto se sugiere que -

loa mecanismos de patogenicidad de la amiba son m6s complejos -

de lo que ae ha creido hasta ahora, y que el hu6sped desempeRa

un papel muy importante en la determ1naci6n de la presencia o -

ausencia de la enfermedad (21). 

Indice de Patogr.nicidad 

Los factores aen~ticoa de lA enfermednd probablemente tien

den a determinnr en forma primnrin las variaciones de la viru-

lencia de distintas cepns. Los estudios iniciales establecieron 



una claro correlncifin entre infectividsd y patogenicidsd, por B. 

trs parte, y le gravedad del cuadra clínico como indice de vir.!J. 
~. 

lencia, por tales razones cada cepa tiene au "Índice de patoge

nicidad" propio, probablemente determinado por factores gen~ti

coe (8,15,?1). 

Amibiasie Experimental 

f• hietolytica es cultivada ax~nicamente (ea decir libre d,g_ 

bacterias) en medio TVI-5-33, el cual es un medio líquido que -

se prepara facilmente, donde se ha incrementado la reproducci6n 

de la amiba, de 24 horas s 8 horas, aumentando el potencial de

crecimiento de los cultivos ax~nicos (6,9), 

Se han realizado estudios de la actividad citopstog~nica de 

extractos amibianos sobre cultivoe celulares, encontrsndose que 

los trofozo!tos tienen un efecto toxico y lítico sobre le c~lu

lsa, cuyo daMo depende principalmente de la cantidad de smibss

sdminiatradas a los cultivos celulares (24), Le citopatogenici

dad es asociada con la funci6n de microfilsmentos intactos y la 

movilidad de la amiba así como a receptores de membrana superf.i 

ciales, considerandose coma importantes meniadores de la viru--

lencia (1). 

El mecanismo citopetog~nico se ha estudiado con un modelo-

"in vitre" utilirnnr1o f• histolytica cepa HM-1, cultivnda ax6n.i 

cemente y c~lulas de ovario de hemster chino (GHU~, donde se o.J! 

servaron 3 eventns en la destrucci6n r1e les c6lulss, como son:-
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lo adherencia AmiblAnA, ln cltolisis de ln c~lulsn CHO, adh8ri

des por la amiba y posteriormente l~ fngasitosis amihiana de 

las c~lulas CtlO muertas, abservandase que lo adherencia s6la se 

lleva a cabo par medio de receptores específicos (13). El análi 

sis cuantitativa de la virulencia de f. hiatolyticn, de 22 esp,g, 

cies, por inoculaci6n introhepática de hamstera lnctnntes demo_[ 

tr6 aue por la mAgnitud de la les16n producida, ln especie HM-1 

es lo más virulenta, yo que produj6 casi un 100 por ciento de -

destrucci6n hepática, además se observ6 que la eritrafagocito-

sis esta intimamente relacionada con la virulencia (? 1 18,19,20). 

Le manifestnci6n petol6g1ca. severa de f• histalytica induj6 

a buscar modelos experimentalea que permitieran producir infec

ciones can el parásito, siendo,. gatas~ ratas, perras, conejos y 

cuyas loa probados, en loa cuales la infecci6n amibiana se lim! 

ta a la región intestinal¡ la amibiaaia hepática en el gata se 

vió por inaculaci6n. intrahepátice con amibas cultivadas manoxf 

nicamente, pera se produjeran muP.rtes tempranea, tal vez produ

cidas por infecc16n bacteriana, los mejores resultadas se obtu

vieran el in6cular de la misma forma a hamsters. La auperiori-

dad del h~mster es evidente en la susceptibilidíld a la infec-~

ci6n hep~ticB y en líl resistenciA relativa a la muerte temprana 

morcandase aqui el inicia rle estudias importsntP.s como es el c,!! 

so de la virulencia de f. histnlytica (22,25). Par estas rsza-

nes P.l hsmster se considere un buen modelo para estudiar la ae

cuP.ncia histnpatal6gicn producida por el protozoario axenicarnen. 
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te cultivado, ys que nos puede aportar amplia 1nformaci6n sabre 

6sta enfermedad que es la amibiasis, as{ como de la petog~nesia 

y respuesta concernientes. El estada morfol6gico del par~sito -

en el absceso hep6tico del hamater, se encontr6 participando -

del proceso necr6tico, donde se observaron amibas parcialmente

destruidaa y atrae integres, lea cuales mantienen la actividad

de la lesi6n, as! como c~lulas hep~ticas en deatrucci6n. Se ob

serv6 tambi~n un proceso inflamatorio caracterizado por la pre

sencie de leucocitos polimorfonuclesres y algunos macrofagoa -

( 1~). Las alteraciones histopatol6gices producidas en el higado 

del ~•lmeter son lesiones extensas que muestran escasa inflame .. .:. 

ci6n y abundantes zonas de necrosis donde la virulencia de le -

cepa no depende exclusivamente de la asociación bacte'riene ye -

que algunas cepes de amibas cultivadas en candiclones ex6nicae

tienen una virulencia semejante e lei; amibas cultivadas en me-

dios monox6nicos, demoetrandose esi que la virulencia es debida 

al par~sito (2), La producci6n de los abscesos hep§ticos en el

hamster, mediante le 1noculec16n directa de los trofozo{toa, 

nos incline a nuPvas investigaciones tendientes a determin~r 

las dosis lnfectivae. Sin embRrgo debe quedar entendido que de

bido al grado de virulencia de lns cepas can que se trabaje se

variara la cantidad m1nlma de trofozo!tos que se requiera para

la aparici6n de la lesi6n (11), 

Se obtuvieron buenos resultados en la inoculaci6n intrahep!, 

tics de f.. hlstolvtics en hamsters adultos, pero la virulencia-



de lna cepas de este protozoario por medio de líl inoculaci6n a

hnmsters recien nacidoo, cuyn suceptibiliood s la 1nfer.ci6n es

mayor, asegura que se obtiene uniformidad en la reproducci6n de 

las lesiones hep6ticas con menos n~mero de amibas lnoculedas 

(1?), 

El hameter lactante coma modelo experimental demuestra que

la evoluci6n natural de la infecci6n hep~tice emibiene, na es -

como se habla supuesto que la curnci6n era expant6nea, sino que 

por lo contrario, progresa hacia le extenci6n gradual del hige

da, dando necrosis y se produce en un termino de 2 a 3 semanae

la muerte de la meyoria de los hemsters inoculados, En la evol!!. 

ci6n anatomopatolÓglca de lea lesiones¡ en donde predomin6 el -

proceso inflamatorio como Fase inicial, constituido por infil-

treci6n y proliferaci6n de macr6fagoe y c~lules epiteloidee, -

que gredualmente se fueron sustituyendo por necrosis progresiva 

del tejido hep6tico (16), 

Tomando ~eta infarmaci6n como bese de profundes investiga-

clones, podemos observar que la amibiasie desempeMa un pepe! -

muy importante en los paises que se encuentran en vias de desa

rrollo incluyendo el nuestro, por lo cual existe la necesidad -

de desarrollar preparaciones inmunizantes pare ~stn parasltosis 

ya ~ue se trata de une enfermerlnrl a la que nuestra poblaci6n -

tiene un alto grado de expoeici6n. 

Se considP.ra que los productos bíol6gicos constituyen una -

cntegoría eRpeciol de medicamentos, debirlo n las diPicultndes y 
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problemas que presenta su producci6n, control y r.mpleo, Sun po

tencias han de controlarse mediante análisis biol6glcos ya que

na se dispone de pruebAs químicHs o físicas válidas, 

La confianza con qur. se acepten los resultados de las prue

bes dependerá no s6lo de eu congruencia y presici6n, sino tam

bi~nde le comprenci6n de las dificultades que entraMe el efect.!:!. 

ar dichas determinaciones y de los principios que habren de a-

plicarse pare determinar su confiabilidad, El animal de prueba

más satisfactorio ser!e el ser humano, Para determinar tanto la 

inocuidad como la eficacia, se necesitan grupas que oscilan en

tre varios centenares y varios cientos de miles de personas, S.!). 

g6n sea el estado de desarrollo en que se encuentre el producto. 

Por lo consiguiente no ser6 préctica, o posible realizar inclu

so una prueba limitada en el hombre. Para determinar tanto l~ -

inocuidad como la eficacia del producto ae pueden utilizar 

otros aistemas biol6gicos tales como; loa cultivos de tejidos y 

animales experimentales de prueba teles como: ratones,. cobayos, 

hsmstera y monos. Estos animales aon relativamente poco costo-

sos y por tanto pr6cticoa. Cualquiera que sea el sistema utili

zado, el medio de pruebe, bien aee cultivo de tejidos o animal, 

hebra de controlarse cuidadosamente (10), 

Un pasa importante pare evaluar la calidad de un biol6gico

es conocer la virulencia del organismo infectante, esi mismo es 

necesario contar con un modelo animal, lo que implicn seleccio

nar la especie a prueba, El hamster dorado (Cricetue euratus),-
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de 1 a ? dias rle n~cido, por su euceptihllidad a le infecci6n-

con trofozoítoa de f. hlstolytice es un buen modelo experimen-

tal que permite realizar estudios de tnfectividad, citapBtagcmJ. 

cidad y neutrnliznci6n con ~ate protozoaria. 

Datos ~asis-respueata 

Ciertos campos de la 1nveetigsci6n m~dica, pBrticulermente

en bacterialogÍB, Farmacología, entomología, toxicología, etc., 

el investigador esta en ocasiones interesada en medir la activJ. 

dad o potencia de sui;tancias lan r:unl¡¡s demuer.tran una respuesta 

grad~5da cuantificable en un individuo en proporc16n a la dosis 

administrada, en cambia la respuesta es característica del ind.!. 

virluo, es decir; el individua responde o no e la dosis empleada 

dependiendo de la euceptibilidad o tolerancia. La respuesta ob-

servada,, frecuentemente, (pero no necesariamente) es la muerte-

o supervivencia. 

Debido ~ la variaci6n en la tolerílncia de diferentes indiv.!. 

duos, es usualmente pasible el seleccionar una dosis de la sus-

tanela la cual provoca une respuesta en ciertn proporci6n de un 

grupo de animales. Si e grupas dP. individuos compareblee se les 

admlnlstran dosis m~s grandes a m~s pr.queíles del agente, 10 pr.!2. 

parci6n rle loe individuos que responden (por ej. los que mueren) 

verlars de Acuerdo a esas proporciones. Far lo tAnto, medisnte

el empleo r1P un rnngo Apropiado Apropi11do dP. do!1is se hace pasi 

ble el establecer una relación entrP lr. dosls y lA re~puestíl --

tal r.omo una curvn dosif1-rnnrtiül1Jnr1 1 lo cuol puedP. ser rxpreim-
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da con una ecuAci6n matem6tica o ilustrada mediante una gr~f lca. 

los datos doais-reapuesta estan expuestos a una variación -

considerable (debido al muestreo a partir de una distribución -

binomial) y son pobremente confiablea a menos que el número de-

animales empleados en cada nivel de dosis sea infinitamente 

grande, m~a aún, la relac16n es excesivamente compleja ya que -

la respuesta en termines de porcentaje o proporción no esta li

nealmente relacionada a la dosis. Lo curva de relación de por--

centaje de respuesta a dosis eritm~tlca es sigmoidea y puede h!J.. 

cerse sim~trica mediante la graficación de porcentaje de rea--

puesta contra los lt'gari tmos de le do a is. 

El valor de la Dosis Efectiva al 50 por ciento (DE50 ) se dg_ 

termina interpolando una linea recta desde el punto donde la 

respuesta es al 50 por ciento en el eje de las ordenadas donde

se sensls le dosis. Este punto sobre le ordenada es la DE 50 es

timada. 

Se puede hacer una aproximílción del error estsndar de la --

DE 50 mediante el m~todo siguiente: 

Donde: 

:?5 
ESDE =g 

50 

S Desviación estandar de la dosis 

N N6mero total de animales usados 

ES Error estadar 

DE50 = Dosis efectiva al 50 por ciento 



Lo determinaci6n del error eatadnr ea un factor impartnnte~ 

pAra poder cAlcular loo límites de confianza de laa pruebas. 

Las límitea de confianza de la OE 50 aproximadas al 95 por • 

ciento se cnlcula de la siguiente mAnera: 

Donde: 

95% LCDE = OE50 t ( Z x ES 
50 

LC Límite ne confianza 

Z VPlor pnra el 95~ (ee locnliza en tablas) 

Determinnndo los límites de confianza podemos decir si lee-

determinaciones realizadas son o no confiables. 

Esto significa que entre m~s estrechas sean los límites, ffi.!!, 

yor ser~ le confianza para que el valor del par~metro o la ca-

recter!stica quene comprendido dentro de esca límites (3,5). 



OBJETIVOS 

1.- Determinar las doeis infectives 50 y 100 % de trofczoítos de 

.f.. histclytica cepa HM-1 IMSS en hemsters lactantes. 

2.- Determinar algunos de los rectoren que pueden modificar ee

ta prueba. 



~ateriol atol6nlco 

Cntamn'"ba h 1 st olvti CA cep'.:' HM-1 If.ISG 

Hamsters dorarlos Cricetus auratus de 1 A 2 dias de nacidos 

2n cnm~rlos por pruebR, 



Cultivo de E. histolvtice 

f.. histolytice ea cultivada axénicamente en medio TVIS-33 -

(tripticaea,extracto de levadura, hierro, euero de bovino) el -

cual contiene componentes eltamentP. nutritivos como: 

Regulador de fosfatos 

Extracto de levadura 

Tripticaea 

Glucoae 

Cloruro de eodio 

Ciste!na 

Acido aecorbico 

Citrato férrico amoniacal 

Llevar con egue bidestilede a 

Suero de bovino 

Mezcla de vitaminas 

24.39 ml 

12.19 g 

24.39 g 

12.19 g 

2.3 g 

1.21 g 

0,24 g 

2.4 ml 

1000.0 rnl 

182.92 ml 

36.58 ml 

El medio de cultivo bese (entes de que se le agregue el SU.,!l. 

ro de bovino y la mezcle de vitaminas) se deposita en un reci-

piente en el que pueda ser esterilizado con vapor a 15 libras -

de presi6n por 15 minutos, posteriomente se deja en una estufe

ª 36 ºe aproximadamente 48 horas para probar su esterilidad. 

Después en una zona estéril ya eea con mecheros o en un fl.!:!. 

jo laminar se le aorege el suero y la mezcla de vitaminas (los

cuales se encuentrnn previamente est~riles) y ee envasan 15 ml

de medio en cada tubo pyrex 16X150 con tzpón de rose~ también -

estériles, al merlio de cultivo antes dr envasar SP. siembran en

medios de cultivo p,rA aruebrs de esterilirlad, 
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LaA AmlbAs ~on cultivadas en este medio o 35 "e por 48 y 72 

horas, los tubos Re colocan ligeramente inclinados dentro de is 

estufe (5,8). 

Determinac16n de la Dosis Infective 50 % 

De acuerdo con los objetivos planteados, la determinsci6n -

de la Dosis Infectiva 50 1 (DI50 > se realiz6 paralelamente con

el ~studio de lA influencia en lP. infectividAd de loA alguien-

tes factores: tiempo de cultivo de 48 y 72 horee y tipo de sue

ro empleado en el cultivo de f. histolytice de bovino y caballo. 

Loa tiempos de cultivo pare la determineci6n de le DI50 eon e-

quellos en loa cuales se observe un crecimiento am1biano 6ptimo 

entes de entrar al periodo de lisis. Con los sueros de bovino o 

de caballo se obtuvieron rendimientos importantes en la obten-

ci6n de biomase emib1ana (23). 

Las dosis a estudiar fueron: 1 000 1 2 000, 5 0000 1 10 000 y 

?r QílO trofozoltos en un volumen de D.íl3 ml los cuales fueron -

seleccionados arbitrariamente ya que no exiatian antecedentes -

para la determinaci6n de una dosis infectiva de este protozoe-

rio (25). 

Para determinar la DI 50 se empleron hamsters dorados (Crice 

tus auratus), lect2ntes de 1 a 2 dios de nacidos (1?). 

Prepareci6n de las ~osis a In6cular 

~ 5 tuboH de cultivo smibiano que conti2nen aproximadamente 
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1rg nao amibas por ml (cada uno) se enrrlnn en un recipiente -

con ague de hiela por 5 minutar, poateriormente se dejan sedl-

mPntar h2sta que le meyorla de l9s c6lulas se encuentren en el

fondo del tubo, despu~s se eliminan aproximadamente 13 ml de B.Q. 

brenedcnte de cada uno de loe tubos y se hace una mezcla de los 

sedimentos amibienos obtenidos. 

Pare obtener la concentraci6n amlbiana de la mezcla se toma 

un ml de esta yse dnposlta en una cubeta que contiene 19 ml de

una soluci6n reguladora, haciendo así una dilución 1:20. Dilu-

cl6n que se lae en un contador de c~lules "Coulter Counter". 

il resultado de le lectura se multiplica por 40 que es el -

factor de correcci6n recomendado por el manual del aparato. 

Les dosis de 1 ooo, 2 ooo, 5 ooo, 10 oar y 2n nao amibas se 

preparen por medio de diluciones (con medio de cultivo) si es. -

necesario, de tal manera que el volumen de aplicación sea de --

0.03 ml. 

Elección y Prep~raci6n de los Hamsters pare su Inoculsci6n 

Le elección de l~s camadas debe ser de taJ manera que cade

cemada cuente por lo menos con 10 cr1As 1 les cuales deben tener 

buena apariencia o se~ que el color y la textura de su piel -

seen rojiza y suave respectivamente, su temperatura templsde, -

nue no esten mutilndos v ~ue sus movimientos sean ,ormeles. 

El manpjo rle los h~moters debe reAllzarse con Mucho cul~~do 

ya "ue los caracteriza un temperementn eqrslvo. 

wnteo ~r rmpe;nr ln lnoculncl~n se prepnran "C jnul~s pre--
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viflmente lfmpiAs con: vi rute, znnnhoria, Al t'11lfe, media monzanl!_ 

v un trozo de slgod6n ceda v adem~n otra jaula con lBs mismos -

ceracterÍfltlcas, donde se depoelter6 cuid8dosr.mente a la modre

pera que permita tomar a les criee de su nido. 

Es necesario usar guentes (letex) propios para cirujrmo y -

antes de empezar la lnoculaci~n se deben frotar bien las manos

ean le viruta del nido pera que el olor cnracter!stlco de ~ate

se lnpregne y al momento de poner B le madre con las crias ~sta 

no desconozca e sus hijos y se los coma o mutile¡ es recomenda

ble adem~s el uso de cubreboca. 

Inoculación de loe Ha~eters 

La v1a de inoculeci6n ea directa en, el higado y lB aplica-

c16n del Jn6culo (dosis de amibas a probar) se hace con una je

ringa hipodermice de un ml. Al inocular al hameter se toma ~ste 

con la mano izquierda, estirando la piel del abdomen de tal ma

nera que se hegn visible por trensparencia el org6no hep6tico,

limpiendo previamente le zona de 1naculacl6n, se introduce el -

in6culo al higedo lo cual debe ser lo más r~pido posible evite~ 

do dejar sangre o reeiduoe del 1n6culo, de ser aei se debe eli

minar con un algodón l{mpia, poateriomente el hemater se depoaJ:. 

ta en su cama. 

La inoculac16n dP. los hemsters debe ee sucesiva, al t~rmino 

de ~ste ae deposite cuid~dosamente e le medre con los hijos y -

ae continua con la siguiente camada. 



26 

Lee cemadae se mantienen en un lugar límpio, templado y se-

observan diariamente, 

Sacrificio de loe Hamstere 

El sacrificio de los hamaters se lleva e cebo a los 7 d!as

de le inoculacl6n. Pare observar loe resultados, se tomen el -

azar el mismo número de hamsters por grupo, seleccionando (no -

menos de 6), loa cuales se sacrifican en une camera cerrada con 

eter, posteriormente se fijen en una superficie sólida, ordena

dos por diluci6n pare que permita le obeervaci6n de los result!, 

dos. 

Lee leaionea producidas por el protozosrio se observen he-

ciendo une insici6n donde ae localiza el org~no hep~tico, Canal, 

derando corno positivo el higado que presente lesi6n macrosc6pi

ce, independientemente de su magnitud, 

Aproximaci6n Gr~flce del Valor DI 50 
De los resultados se obtiene un porcentaje de infectivided. 

Loe valorea de porcentaje obtenidas se grafican linealmente 

en une hoja de papel semilogaritmico, lee dosis correspandien-

tea se eituen sobre le ebsciea logar!tmice, con el auxilio de -

una regla, ee traza une linea a travez de los puntoe graficedoa 

la cual aes la m~s proxima de ellas, Deapu~a se traza una linea 

vertical a travez del punto donde la curva doais-reapuesta cru

za le linea del porcentaje 50 y el punto donde l~ linee base es 

intersectade, la cual ee ob9erve claramente, 6ate nunto sobre -
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la linea base, es la Dosis Infective 58 ~ estimAda. 

Determin~ndo los límites de confianza parlemos o no afirm~r

si lAs determinaciones realizRdRS son confinbles. 

Determinaci6n de la üos!s Infectivs 100 ~ 

Lo determ!nsci6n de la Dosis Infectivo 100 ~ (JI 100> se rea 

liz6 Inoculando J cAmarlAs de hamsters lactantes (por pruebP) -

con ?O C~O amibas en un volumen de D.OJ ml {dosis que se selec

cionó de acuerdo a los resultados obtenidos en la determinación 

de 13 or
50

>. Las amibas~ inocular se cultivaron con suero de -

bovino y se probaron a les 48 horas de cultivo. 

ParP hncer el on,lisis de loa resultados se incluyeron to-

dos los hílmsters eobrílvivientes de la pruebA, 

Deterl'lim1c.i6n rlel Efecto de le ,\gitnci6n del In6culo sobre 

lo Infectividod de E. histolytica 

Pnr1 observnr el efecto de la ngit2ci6n ~el in6culo sobre -

lA infectividad de f.. hiBtolvtica se emple!'lron hameters hictan

tPs, amibas cultivAnas con suero de bovino los cueles fueron -

inoculadas e las 4e horas de cultivo. La dosis seleccionada rué 

de ?P OílO amibas en r.o3 ml que es equivalente a la DI
100

• 

El efecto de la agitnci6n se ohserv6 usando 2 grupos rle 10-

c11rn;odm1 c:ida uno; rn el primer grupo el inoculo llP. Bf'!ltÓ cons-

tsntemPnte entPs·~~ ~u splicnci6n y en el segundo gruno el tn6-

cul~ no se aqit6. 
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Determinaci6n dDl Efecto de la ílgitaci6n del In6culo con 

Respecto al Tiempn sobre la Infectivldad de E. histulvtica 

El efecto de la egitaci6n de in6culo con respecto el tiem

po se observ6 usando ? grupos de hamsters lactantes, de 10 ca-

madas cada uno, dichos grupos se inocular6n con 20 r.oo amibas-

en un volumen de 0.03 ml las cueles fueron cultivadas con suero 

de bovino y de un tiempo de cultivo de 48 horae. 

Los 2 grupos se inocularon a intervalos de íl, 15, 30, 45 y-

60 minutoe. 

En el primer grupo les euspene1onee amihianae se homogen1Zi!, 

ron perfectamente mediante agitílci6n antes de inocularse. 

En el segundo grupo las 'suspensiones amibianas no se agita-

ron. 

La determinsci6n del efecto de le agitaci6n del in6culo en

ls infectividad ae realiza al observar a los hsmsters por laps

ratomia exploratoria. 
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RESULTrl005 

Los resultados obtenidos en porcentAjes de infectividad se

muestron en loe cuadros I, II, III v IV. 

En los cuadros I y II aparecen los resultados obtenidos al

emplear in6culos de amibas de 118 y ??. horas de cultivo respectl 

vamente v cultivadas con suero de bovino¡ en los cuadros III y
IV los dRtos derivados del empleo de amibas cultivadas con sue

ro de caballo y tiempos de cultivo de los in6culos de 48 y 72 -

horas. 

En los detos obtenidos se pueden observar que hay variacio

noa en loe porcentejee de 1nfectivldsd las cuales dependen di-

rectamente de les variables estudiadas, como son: tipo de suero 

y la odad del in6culo, 
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INFECTIUIDAD DE f, histolytica EN HAHSTER& 

LACTANTES 

N6mero de Porciento de 
*DOSIS Hemstere Ham11ter11 

+ / totales Infectados 

1 000 B / 30 26.2 

2 000 17 / JO 56.4 

5 000 18 ¡. 24 74.5 

10 000 26 ./ 30 86.4 

20 000 29 / 30 96.6 

• N~mero de 11mib11e !!n 0,03 ml 

Cuadro I.- Representa el porcentaje de 1nfectivi

d11d d!! f.. hietolytice cultivada con suero de bovi 
no e inoculada e las 48 horas de cultivo. En el -
cuadro ee observa claramente que al ir 11umentendo 

le concentrac16n de emibes aumente le infect1vi-
dad, 
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INFECTIVID1•D DE f. hietolytice EN HAMSTEilS 

LACTANTES 

N6mero de Porciento de 
•DOSIS Hemetere Hamstere 

+ / totalee Infectados 

1 000 3 / 12 21.6 

2 000 5 / 18 27.3 

5 000 10 / 18 55.5 

10 000 11 / 18 . 61.0 

20 000 18 / 18 100.0 

• Número de emibae en 0.03 ml 

Cuedro II.- Representa el porcentaje de infecti

vidad de f. hietolytice cultivada con suero de -

ceballo e inoculada e lae 48 horas de cultivo. -

En el cuadro ae oueerva claramente que al ir au

mentando la conc~ntreci6n de amibas eumP.nta le -
infectivider1. 
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INFECTIVIDAD DE fu. hiatolytl.ca EN Hl\MSTERS 
LACTANTES 

•DOSIS Néimero de Porciento da 
Hemetere Hameten1 

+ / totalee Infectados 

1 000 21 / 30 69.6 

2 000 23 / 30 ?6.2 

' 

5 000 24 / 30 79.8 

10 GOO 27 / 30 89 .8 

20 000 23 / 26 89.8 

. 
• Número de amibas en 0.03 ml 

Cuadro III.- Representa el porcentaje de infectl 

viciad de f. hietolytica cultivada con auero de -
bovino e inoculada e lea ?2 horae de cultivo. -
En el cuadro ae obeerva claramente que al ir au
mentando le concentración de amibae aumenta le -
1nfectiv1dad. 
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INFECTIVIDAD lJE f. hietolytice EN Hr.t~ST:::HS 

LACTANTES 

N6mero de Porciento de 
• OGSIS Hemeters Hameters 

+ / totales Infectados 

1 noo 8 / 24 32.8 

2 000 6 / 30 19.4 

s cno 12 / 30 33.0 

111 000 18 / 30 59.B 

20 000 20 / 30 66.6 

• N~mP.ro rle amibas en D.03 ml 

Cuadro IV.- Repreeente el porcentaje de infecti

vided de f. histolytica cultivada con euero de -

cabello ~ inoculads 11 las 72 horas de cultivo. -

En el cuadro se observa clersmente que el ir au

mentando la concentrac16n de emibaa eumente la -
infectivirlarl. 
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En el cuadro V se encuentre representada la 0150 de f.. his

tolytica, obtenida el estudiarla con diferentes condiciones (t.!. 

po de suero y edad de in6culo) empleadas en la determinaci6n, -

así como loe límites de confienze de coda pruebe. 

Les dosis infectivas que aparecen en el cuadro se obtuvie--

ron al gr6ficar los porcentajes de infectivided contra lee do--

eiB probadae. 

En les gr6ficas los puntos se unieron por medio de lineas -

rectas. Le 0150 se encontró el trazar une linee recte del 50 %

en le ordenada a la curve y de ~ate a la doeis, situada en le -

abscisa. Loa trazos Be hicieron lo m6s próximos posible (gr~fi

cee (1, 2, 3 y 4). 

Loe l{miteo de confianza fueron resultado de un sencillo --

en6lieie estadístico y ~eta determinación se realiza con el fin 

de hacer el experimento m~a confiable. Los calculas se hicieron 

de la manera siguiente: 

Desarrollo del cálculo de loa límites de confianza pera la-

0150 obtenida el emplear amibas cultivadas con suero de bovino 

e inoculadas a las 48 horas de cultivo. 

Formules: 

Donde': 

S=·~ 
~~ • • • • • • , formula 1 

S = Desviación eetendar 

x = Valor de cada dosis 
x Promedio de lee 

doeia 

n = N6mero de dosis 



2 s 
ES = {2 N 

)5 

formula 2 

ES = Error estandar 

01
50 

= Dosis infectiva al 50 % 
S = Desviec16n estandar 

Donde: 

ft = N6mera total de animel~s usados 

95 % LC01 = DI 50 ! (Z x ES) •• • • formula J 
50 

LC "' Límite de Confianza 
Z = Valnr para el 95 % (eP. localiza en tablas) 

Desarrollo: 

C~lculo e~ la desvieci6n estandar de acuerdo a la formule 1 

Dosis 

1 OCQ 

?. r:o 
5 C"Q 

10 C'OG 

20 CD[' 

n -

1 i (x - x> 2 
5 ='i n - 1 

'logar!tma de 
la dosis 

3.0 

3.:30 

3.69 

4.0 

4.30 

x 73':65 

= 1.0816 

4 

= [l.52 

X - X (x - x) 2 

- D.65 íl.42 

- 0.)5 0.12 

- 0.04 0.0016 

+ D.35 0.12 

+ [1.55· 0.42 
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• Las dosis ee transforman e logarítmos para hacer m6s fa--

cil su mane.jo. 

Cálculo del error estsndar ne acuerdo a la formula 2 

2 s = 1.04 

N "' 144 

2 N = 288 

Sustituyendo 

2 s 
ESDI =~ 

50 

Er. 1·º4 = ....hQi_ = 0.061 
;:iDI50 ., ~ 16.9? 

C~lculo de loa límites de confianza de acuerdo e ia Formule 3 

95 % Lc01 DI50 ! (Z x ES) 
50 

DI50 " 1?30 ¡ 
log de la DI50 = 3.23 

Z e 1.96 

ES e 0.061 

Su11t1tuyendo 

95 % LCDI e 3.23 + (1.96 x D.061) 
50 

= 3.23 + (D.119) 

= 3.23 + 0.119 = 3.34 

= 3.23 - D.119 = 3.11 

como loe valores se encuentran en lnQílr!tmaa se obtiene el anti 

lag~r{tmo carreepondiP.nte: 
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antilog. de 3.34 = 2 187.7 

antilog. de 3.11 = 1 288.2 

loa límites de confianza fueron: (1 288 y 2 187). 

•• Nota: Se realizaron loe miemos calcules para las dem~a OI50 • 

Le 0150 encontrada fu~ de 1 730 amibas, ·1A cual fu~ la me-

nor que di6 una repueeta al 50 %; o sea que con fata doaia ee -

obtuv6 el 50 % de infectivided y sus condiciones de cultivo fu.[ 

ron: suero de bovino y tiempo de cultivo de 48 horas. 

El límite de confianza de le 0150 fu~ de 1 288 y 2 18? como 

se observe es bastante amplio lo que nos indice que le determi~ 

neci6n ee confiable o eea que la dosis obtenida este dentro de

estos límites. 

En le determineci6n de le 0150 ee observó que e una doeie -

de 20 000 amibas ae obtenie un 100 por ciento de infectivided -

lo cual se conprob6 el hacer divereee pruebee empleando ~ate -

cantidad de amibas. En le determineci6n las amibas que se em---

plearon fueron cultivedee con euero de bovino e inoculadas e un 

tiempo de cultivo de 48 horas. 

Ciertamente le infectividad que ee obtuv6 el 1n6culer 20 000 

amibas fu~ del 100 ~. Al determinar eua límites de confianza se 

vi6 que la dosis estaba dentro del intervalo de 20 816 y 13 051 

por lo cual la prueba fu~ aceptable, cuadros VI y VII. 

El efecto de la eg1taci6n del in6culo sobre la·infectivided 

de f. histolytica en los hamsters loctontes·ae eatudi6 en dos -
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grupos, inoculando la DI 100 • 

En el primer grupo el 1n6culo ee agit6 constantemente al -

ser aplicado y en el segundo grupo el in6culo no Be git6 al e-

plicaree, ~ata prueba se real1z6 paralelamente. Lee amibas uti

lizadas r.omo in6culos Be cultivaron con suero de bovino y de C,!!. 

bello y fueron inoculadas e lea 48 horas de cultivo. En los CU.!!, 

droe VIII y IX ee observe claramente el efecto de egitsci6n del 

in6culo sobre la infectividad de f· histolvtice, dando uno dif~ 

rencie de porcentaje entre el 1n6culo agitado y el no agitado -

de un 45.3 % en el caso de les amibas cultived~a con auero de

bovino y un 46 % en lee cultivadas con suero de caballo. 

La influencie de la eg1taci6n del in6culo con respecto al -

tiempo en la infectividad tanbi~n fu~ estudiada, y las condici.Q. 

nea del experimento fueran: 20 000 amibas en 0.03 ml, cultive~

das can suero de bovino e in6culoe de 48 horee de cultivo. 

En el cuadro X y la gr~fice 5 ee representan loe resultado! 

de ~ate experimento, loa cuales se expresen en porcentaje de i.!l 

fectividad. 

En el grupo 1 (dende se agita el in6culo) se obtiene un po,!_ 

centaje de infectividad de 98 % en promedia, mientras que en el 

grupo 2 (donde no se agita el in6culo) el porcentaje de infect.!, 

vidad en promedio ea de 51.8 dando una diferencia de porcentaje 

de 46,8 entrr. loe 2 grupaa. 
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DETERMlNilCiúN DE 01
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DE f.• histolytica CULTIV;';DI\ hXENICilMENTE 
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Gr,fica 1.- Las amibas utiliiedas pAra 'eta determineci6n 

se cultivaron con suero de bovino y ee inocularon a las -

48 horas de cultivo. Le 0150 obtenida equivale e 1 ?30 a

mibas como se indicA en la gr~fica. 
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DETEílMlNAClON DE 0150 DE !• hlstolytlca GULTlVADA AXENICAHENTE 

{0150 = 4 400 

5 10 15 20 30 40 50 60 ?O 80 85 90 95 

Porcentaje de Infectividad 

Gr~fice 2.- Lee emibee utilizadas para ~ste determinaci6n 

ee cultivaron con suero de bovino y se inocularon a las -

72 horae de cultivo. Le 0150 obtenida equivale a 4 400 a

mibas como se indica en la gráfica, 
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DETEilt;IN/\CIDN DE LA Dl50 LlE !:_, histolyticB GL'LTIVtlD;\ AXt:rJil~l\l·iENTE 

5 

.,. 
1 

10 15 20 ' . JO 40 50 60 70 80 85 90 95 
Porcentaje de Infectivided 

Gr~fice 3.- Lee emibee utilizadas pare ~sta determ1nac16n 

ee cultivaron con suero de caballo y se inocularon a laa-

48 horas de cultivo, No fu~ posible determinar la DI
50 

en 

~ste ceso ya que el trazo de las lineas del 50 % y le de

la dosis no puede hacerse ya que le curva ene fuera del -
50 'X, • 
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DETEHMINACION DE LA 0150 DE f.· histolytica CULTIVl\llll llXENlC11MENTE 

r 0150 = 7 ªºº 

10 15 20 30 40 50 60 70 80 85 90 95 

Porcentaje dP. lnfectivided 

GrAfice 4.- Les amibas ~tilizadas en ~eta determ1naci6n 

ee cultivaron con suero de caballo y ee inocularon a --
72 horas de cultivo. La 01 50 obtenida equivale e 7 800-
Amibae como ee indice en la gr~fica. 



Dü!iILl INFLGTIV; 1s 1'.L 5["1 '.~ DE f• histolytice CULTIV;'.D;\ ar.J(J 

OIFEHENTES CCNOIC IONES. fJllUEO.'I 11[''.LI z,1()11 EN H .. I ::iTt:H!l U1CTl'tNTt::S 

TIPO TIEMPO OD!iIS EilllOH LimTES 
OE DE INFECTIVI\ 

ESTANO/iil DE 
!..iUERO CUL TIVU 50 % CUNF I.'\Nl:I\ 

(hora!!) 

4íl 1 730 0.061 1 288 y 2 187 
BOVINO 

72 4 l¡QQ o.mm 3 019 y 6 1li5 

48 •200 n.061 151 y 257 
C/\131\LLO 

72 7 ano D.061 5 011 y 10 2rci 

• Valor extrapolado 

Cuadro V,- Se indicen les DI50 obtenidas con diferentee voriablee como 

eon tipo de suero empleado y el tiempo de cultivo en horas. Se puede -

observar que las DI50 eeten dentro de los Hrn1 tee de confianza rleterml 

nado e. 



DOSIS INFECTIVA AL 100 % DE E. histolytlce CULTIV~OA CON LlUERO 

DE BOVJNU E INOCULADA n UN TIEMPO DE CULTIVU OE 48 

HOHAS 

•DOSIS N6ml!ro di! Porciunto de L!mitee 
Hemsters Hamstere de 

+ / total!!! Infectadoa Confianza 

2e / 28 100 

20 / 20 1[10 

20 ººº 13 016 y 20 816 

13 / 13 1DO 

Promedio 100 

• N6mero de emibee l!n 0.03 ml 

Cuadro VI,- SI! obsrve que con une doele di! 20 000 amibas se obtienl! un 

100 % di! 1nfect1v1dad ael como loe l!mltl!s di! confianza que nos 1nd1-

can que la do!iB e5tud1ads ~ste dentro de ellon. 
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DOSI~ INFECTIV~ 50 y 10íl ~ DE f· histolytica 

CUL TIVllDll CON SUE!lD DE BOVINO E INGCUL. •Dl\ •l L.:;'.j 

Tiempo ne 
Oasis Dosis cultivo rJel 
Infectiva Infectlva l.n6c1Jlo 
50 % 100 ~~ (horas) 
(0150) <01 1no) • 

48 1 730 20 (100 

• Amibas inoculad~s en r.03 ml 

Cuadro Vll,- Se eligieron como dosis infectivas 5D -

y 1rn % las que dieron ~eta respuesta el mismo tiem-

pn re cultivo. 



EFECTO DE L:, l\GIT.~CION DEL INOCULO ~108ílE LA VIflULENCifl DE f· hiotolytice 

CUL TIV/\01: RAJO DIFE1IENTES CONDICIONES E INC'CLJLf;Di1 , \ L·i~: '•B !i0il!1G D[ GUL TJIJ~· 

TIPO TIEMPO DE AGITADO NO 11GJTl1DO 
DE GllL TIVO 

grupo 1 grupo 2 :Jumo DEL 
Ií\JUCLILCI N~mero de Porciento de N~mero de Porcic:mto 
( f10l'fl9) HemstPrs 11ometP.rs Hí!m!Jtrrs liP.m!ltPrs 

+ /totales InrectarfoR + /totnle!l Inrer:tPr1os 

6 / ? ílll 1IJ / l? C:IJ 

Dílvmc• V3 l3 / 13 100 q / líl C)f] 

9 / 15 líO 5 / 17 ~9 

12 / 12 100 !> / 15 ?B 

3 / 3 lílO ¡r; / lf\ P.'l 
Ct1lli1Lle '•B 6 / 6 100 7 / 15 1,7 

4 / 4 100 '• / 14 ?9 

• Do:iio cmplr.ada de 20 Qflíl RmibaD en 0.03 ml por hamatrr. 

Cuadro VIII." Se observen vnriacionr.A ~n lA infP.ctivided con lRs diferentes 

condicionee dr. prueb~. 

r1e 



EFECTO DE L/\ l\GITl1CION DEL INOCULO SGllm·.: LA vrnuu::NCl/'i DE 

S• hhitolytice. PRUEBA i'.GILIZi\DA EN Hf1M~iTEnS L!ICTi;i'JTES 

AGITl.DD NO AGITADO DIFUICNGI:\ 
grupo 1 grupo t' UE. 

CllNDIC IUNl::S 
POHCENT:.JE 

Porciento de Pprc1ento de 
Hameters Hemeter11 Agita do - No í\gitarto 
Infectedos lnfer.tadoa 

Suero r1e 
Bovino 87 41. 7 45.3 
(48 horas) 

Suero ele 
Cabnllo 1nn 54 46 
( 4íl horM) 

• La donis emplt>Rdfl Ful> de 2r noo amibea en (1.[13 ml. 

Cuedro IX.- Le var1aci6n entre el 1n6culo eg1tado y el no aQitado ee alta 

y esto ee puede observar en le diferencia de porcentaje obte

nida no importando el tipo de euero empleado. 



EFECTI:! m: u. '1lll T:1Cll0N ;1(L If\::.!Cl'll' CUN 'H:.:sin;rn ioL fll:t'.f.ltJ V su flEPE:!CUCIUíJ 

EIV Lf\ JNFEGTIVIl>:1D llE .S· lli!-1trlyticR L:LILTIV. [l G\lll! "l!L il' Ut. llLVrnt: E 

INUClillli)I\ :, L 5 48 HL !n~i DE StlUIVll. PHUEfk llf.iLJ -'.'U. LN H:if .. TEIL LHCT"NTES 

AGIT·.nu NL: l\GIT ,:J(J 

ar upo 1 r.Jrupo " TIEt1f'O 
{. 

DifE•tt:NGl>1 
EN DE 

~:INLITOS N1~mero de r'orciento de Número cte ~·orcir>nto de P(JllCErm.2L 
Hamstero Hamste>ra Hemstere Hemr.tPr!l 

1- /tata 1 r.i Infectados + I totnlEo Infr•ctadoo 

(1 30 / JO 100 3~ / 35 93 

15 4f1 / 4íl 100 29 / 45 li5 

3[1 :;10 / 20 100 15 / 34 r,5 46.B 

1.5 33 / 35 96 12 / 4? 31 

iir 3~) / 15 c11, B / 30 ?4 

Promedio t}fi 51,A 

Cuadro X.- Loo resultndos de infectividad obtenidos entre el ln6culo agitncto 

v r.l no ngit11do can rrspecto nl tlemno mue,stren Lins ~ran dlf!?rencia r1P. ;10rccn. 

tnjP. l11i. 8 %. 
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EFECTO DE L11 llGIT1-•GHJN üEL IrJCCULU GDr•J llESPECTü 1\l TIU':PO EN L/;S 

PflUEllAS or: INFECTIVJD,,O OE f.. histolytica 
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Gdl'ica 5.- Lal'I barrae punteadas muestran como en un in6cula na aoitado 
baje le infect1vidad con respecto al tlempo, con diferencie el in6culo
egitado (barrea rayadas ) que ae mantiene en los 3 primeros tiempos. 
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DISCUSION 

La DI50 de f.. histnlytice ea diferente de acuerdo al tipo -

suero empleado en el medio de cultivo. 

Al usar amibae cultivadas con suero de bovino se encontré -

que la DI50 fu~ menor cuando se emplearon in6culos dl ~8 horee

de cultivo, que cuenda ee emplearon in6culos de 72 horas de cu.!_ 

tivo. 

En el empleo de amibas de 48 horas de cultivo, le doeie ob

tenida fu~ de 1 730 amibas, con un l!mite de confianza de 1 288 

y 2 187 amibas y al usar amibas de 72 horas de cultivo se obtu

v& una doaie de 4 400 amibas; con un l!mite de confianza de ---

3 019 y 6 165 amibas, 

Lee amibas cultivadas con suero de caballo den une DI50 me

nor con in6culoe de 48 horas que con in6culos de 72 horas de 

cultivo. 

Le dosis que se obtiene al emplear amibas de 48 horea de -

cultivo de 48 horee ea menor y ee obtiene el extrapolar los da

tos y da un valor de 200 amibas, con un límite de confianza de-

151 y 257. Les amibas de 72 horas de cultivo dieron una doeie -

mayor con un valor de 7 800 y un intervalo de confianza de ---~ 

5 011 y 10 209 amibas. 

Con respecto e eatos resultados se puedr decir que e les --

48 horas de cultivo las amibas se encuentran en el momento en -

el cual son m~s infectivas, en los resultados se observe que --



51 

e lns 4íl horas la~ amibas se P.ncuentren en el momr.nto en el 

cual imn mfis infectivns, en los resul ta11oe se oh!J!!rvo que lns -

amibas en emhos casos; ya sea al emrleer suero de bovino o de -

cabello en su cultivo 9fempre dieron los porcP.ntajes de infecti 

viciad m~s altos, 

La determinac16n de la dosis infective 1ílC ~ d~ f. histoly

t ica cultivnde con sur,ro de bovino e in6cul0da a las 48 horas -

de cultivo, se encontr6 cercana n 20 nno amibAs, por lo que se

efectuo uno serie ~e pruebes utilizando ~ste dosis. 

f~sterlormente se comprobó que la dosis infective 100 fu~ -

de 2r 000 amibas con un límite de confianza de 13 061 y 20 816-

como se obeerva la dosis estimada cae dentro dentro del interv..!!, 

lo. 

Les dosis infectivas 50 y 100 ~ fueron de 1 ?30 y 20 non e

mibAs respectivamrntP., los cuales fueron cultivadas con suero -

de bovino e in6culadas a las 48 horas de cultivo. 

~l estudiar la influencie de le a~itaci6n del in6culo en la 

infectividad entes de su apl1caci6n. Se obse~v6 que los valores 

exprrimcntAlrs de les DI 50 y 01 100 !on modlflcadoo debido n le

velocldad de ~r.dimrntaci~n de las amibAs. 

s~ encontró aue si el in6culo no ea agitado antes ne su -w
apllcncl6n, ln disperción de ~ste no es homngenen, lo cual pro

duce un~ b~ja en el porcentajr d~ infcctlvid~d P.n el hamst~r de 

un '~5.~ '.6, esto r.r. cu;mdo sP. utilizan amlbíls cultivadas con SLJ.!l 

ro dP. bovino. 
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CuAndo se usan amibas cultivadas con suero de caballo ee -

produce una baja en la infectivldad de un 46 ~. 

Otro factor importante ee el tiempo de lnoculaci6n que nos

mueetre que con un in6culo agitado constentemente se obtiene de 

un 94 a un 100 ~ de 1nfectividad 1 sin embargo ei el in6culo no

es agitado constantemente el porcentaje de infectividad dismin.l:!. 

ye de un 93 a un 24 h, 

Estos resultadas nea indican lo import~nte que ea la eplic.!l,. 

c16n.constante del in6culo y que el tiempo de agitac16n debe -

ser menar de 15 minutas entre cada inaculaci6n, 

En el desarrollo de ~ate trabaja aunque na esta dentro de -

los objetivas ea importante hacer notar que para llevar e ceba

une pruebe de virulencia en perfectas condicianee de manejo y -

obtener resultados confiables, ea necesario que el animal de ~

pruebe (hemster lactante) tenga buen trato y limpieza, realizar 

.la pruebe tranquile y met6dicemente pera evitar le exeespera--

ci6n de le madre y en consecuencia el canibalismo, 

Cabe mencionar que el modelo elegido fu~ el mejor y't!. que P!l. 

ra ll'l prueba ele infectivicied, nos dieron resultados muy consta!:!. 

tea y adem~e confiables, debido a la sensibilidad que tiene el

hameter al peréaito y su fructifera reproducci6n. 

Un f'actor importante es el cuidada que se tenga en la prep_!! 

rnci6n de las in6culae, que las amibas se encuentren activas y

que le csntidsd de amibas sea lo m~s exacta pasible, eBta ve a

dP.pender tambi~n de la prenici6n del m't!.teriel y eperetae a uti-
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lizarse, 

Le observación y/o exploración de loa animRlee infectados -

debe hacerse tambi~n en Forme orgAnizAda, enumerando los hame-

tere tomados al azar y ordenandoloa por dosis, esto fecilitará

la observación y la obtención de loe resultados. 
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CONCLUSIONES 

1.- En hameters lActantee de 1 a 2 ciiae de n6cidos, la DI 50 con 

in6culoe de emibee de 48 horas y cultivadas en medios prep..!!, 

radas con suero de bovino, tiene un valor menor en cornpere

ci6n con les cultivadas con suero ne caballo. 

2.- La DI 100 tiene un valor de 2íl 000 emibPe, con in6culos de -

48 horas y deeerrolledee en medio de cultivo preparado con

auero de bovino. 

3.- Es conveniente realizar pruebes de infecci6n con in6culoa -

de 48 horas de cultivo. 

4.- Es necesario agitar continuamente el in6culo manteniendo h,9_ 

mogenee le euepenci6n durante el proceso de in6culec16n. 

5.- El in6culo debe ser agitado con intervalos de tiempo no ma

yores de 15 minutos, ya que si ae excede ~ste intervalo se

obeerve una disminuci6n en los resultados de infectivided,

debidos e le eed1mentec16n de lee c~lules. 

6.- Ea necesnria continuar con los estudios sobre le pruebe de

infectividad de f· hiatolytica y fRctnrea que puedan rnodif..!. 

corla. 
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