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RESUMEN.

Se - adaptarcon: sgi

portadores 'y paciehfés' cultivo de

Robinson modificado cagar)a Se disefaron

procedimientos de’ sép;&acx jmicﬁqbioté . asociada por
adherencia al VidPiD; cénfﬁifugac1an;di?é?éﬁéial y por gradientes
de percoll. Se caracterizaﬁnn‘vlcsr frofozoitos de E.histolytica
por patrones isoencziméticos (Zimodemos), citélisis dependiente
de contacto y patrones de restriccidn del DNA.

Los aislados HM:2, HM:4% y HM:44 provenientes de portadores
asintomaticos, mostraron ZINP; el aislado HM:4 obtenido de un
paciente sintomatico mostro ZF; el aislado HM:46 cbtenido de un
portador, mostro un ZP y el aislado HM:50 obtenido de un paciente
sintomatico mostrd un ZF. lLos aislados HM:2, HM:43, HM:44 y HM:S0
no presentaron efecto litico sobre monocapas de células MDCK. For
otra parte, los aislados HM:4 y HM:i4é si manifestaron actividad
citolitica. Se emplearon como controles de actividad citolitica
positiva las cepas HM:1-IMB58, HM:I8~IMSS y HEK:9-NIH vy come
contirroles negativos la cepa Laredo, el medio de cultivo celular y
la microbiota asociada al cultive polixénico. EL1  patrén de
restriccidon del DNA amibianc resultante del corte con la enzima
EcoRl mostrd la presencia de polimorfismo del DNA en los sitios
de accién de la endonucleasa. Se observd en la autorradiografia
que los aislados HM:2, HM:4, HM:44, HM:46 y HM:E0 tuvieron un
doblete comin de 0.7 y 0.9 FkKbp presentes en las cepas axénicas

HM: 1—-IMSS, HM:3B8-IMSS y HK:Z-NIH. Este doblete no se observo en



la cepa Lanedé,w'mv
E1~pa£réﬁ‘;isoénziméticb‘idéhﬁ;f c
de efecto citolitico en’ los

correlacionaron con el estado clinico.d

obtenidas. El zimodemo patégénuiy: 1 'ﬁq"c;toliticb observado

con los aislados HM:4 y HM:50 ébt ’Bécientes sintomaticos
también mostraron cnrrelacién;,éinizéﬁbéfgo, en el aislado HM: 46
gque  provino de un pmrtadah :aéiAtDmético con seroclogia vy
rectosigmoidoscopia negativas, INF (realizada en 1987), tuvo IF y
mostré efecto citolitico. ’

El polimorfismo en los patrones de restriccion del DNA, no
identificé un patron caracteristico en aislados de E.histolvtics
que permitiera diferenciar cepas patdgenas de no patdgenas, sin

embargo, puede ser de significancia taxondmica e indicar gue los

seis aislados pertenecian a la especie E.histolytica ya que

muestraron &1 doblete comin de Q.7 y 0.9 kKbp caracteristico de
esta especie (ausente en las especies no—-histolvytica,
Eatthacharya y col, 1988) para cepas mantenidas en cultivos

axeénicos.
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1.1. ANTECEDENTES

Amibiasis es la infeccion en el humano debida al protozoario

intestinal Entamoeba histolytica. Esta especie usualmente vive

como comensal en la luz del colon pero puede invadir la mucosa
intestinal produciendo disenteria o ameboma. Fuede diseminarse
por via sanguinea y caunsar lesiones straintestinales,
particularmente en el higado ocasionando absceso hepatico que
puede romperse invadiendo peritoneo, pleura o pericardio
(Martinez-Falomeo, 1986).

La distribucién de la infeccitn luminal con este parasito,
determinada por la presencia de quistes en heces abarca todas las
latitudes, no obstante la pravalencia es mayor en zZonas
tropicales y subtropicales (Sargeaunt y col., 1982).

La amibiasis invasora es un problema de salud grave en
ciertas areas de Africa, Asia y América Latina donde la mayor
incidencia se ohserva en petrsonas de nivel socioeconamice baja,
debido a las malas condiciomes higiénicas en que viven, falta de
saneamiento vy educacion deficiente en combinacisdn con  la
presencia de cepas de E.histolytica altamente patogenas
(Sepilveda, 1984).

Calculos estimativos sugieren gue existen unos 500 millones
de individuos infectados con E.histolytica en el mundo. En el
?0%, el pardsito permanece sin causar dafo en el intestino del
huesped, estos casos son descritos como portadores asintomaticos
y s6lo en un 10%, bajo condiciones adn no elucidadas, las amibas

invaden los tejidos del huésped (Walsh, 1984).



conclusion

observadas entre érro inoculado

experimentalmente la’ “enfermedad

inoculando 4 perros, por heces de su

paciente, pero solo.en’ uadra smejante),

ya que mientras el paciente yipostiracion severa,

el animal solo presentﬁ elyisin-complicaciones
(Guarner, 198%9).

En 1896, Stephanos Ka resultados de 150

casos de disenteria con presen as«héces'de los pacientes,
de amibas semejantes a las déséfiééé ipaf' Lesch, reproduciendo
ademas la infeccion amibiana en gatos. En 1877 Roberto Hoch hallé
tamhién estas amibas en capilares hepaticos cercanos a abscesos y
en cortes histologicos de Qlceras colénicas, con lo cual pusoc en
claro, la relacion etioldégica entre disenteria y absceso
hepatico. En el mismo afo, Hlava en Checoslovaquia encontrd
amibas en casos de disenteria e inoculd con heces de pacientes,
abundantes en amibas, a varias especies animales y tuvo éxito en
4 gatos, con lo cual se confirme el poder patégeno de estos
parasitos. En 1891 Coundilman y . Lafleur médicos del Hospital

Johns Hopkins en Baltimore ]népohtaﬂon casns de disenteria con

amibas en las heces y.elaboraron.una excelente monografia de 1350




paginas sobre amibiasis intestina

uno rde/blbs‘fhejaﬁeé@
anfermedad.vEn 1893 Quiﬁc#e
de ‘una especié dérb ;

describiendo ademas el cicio;évﬁlutiv'

trofozoitos en quistes, demosthando we éstos’ son  la forma

infectante. En 1894 kKruse vy. PanualéJ-péoduieron disenteria en
gatos inoculandolaos con":'pdérfmrae absceso hepatico,
bacterioldgicamente  estérily - démbétéandé la capacidad de las
amibés para producir lesiones sin la presencia de otros gérmenes.
En 1903 Huber precisa las caracteristicas que permiten
diferenciar quistes de E.histolytica (Schaudinn, 1907) de guistes
de E.coli. En 19204 Musgrave y Clerg afirman que todas las
especies de amibas que habitan en el intestino humano son o
pueden ser patogenas. Estos investigadores cultivaron algunas
especies de amibas y observaron casos de personas muertas a
consecuencia de otras enfermedades pero presentaban lesiones
amibianas tipicas en colon, introduciendo el término amibiasis
para designar a las infecciones amibianas independientemente de
que fueran acompafdadas © no con sintomas y lesiones. En 1213
Walker y Sillards comprueban concluyentemente la no patogenicidad

de E.coli vy la patogenicidad de E.histolytica. Los detalles del

ciclo de vida de los parasitos no se habian elucidado y otras
aspecies y géneros de amibas se encontraren viviendo como
comensales en el aparato gastrointestinal y E.histolviica
frecuentemente se halld en pacientes que carecian de sintomas y

lesiones tisulares.



Be - intentd -peconocer

diferentes métodcé, fbk1 c ébécﬁds morfologicos.

Emile Brumpt (1925)' déhn ina E d;égar como una cepa
k qomparéndola con la

0. pattgena E.dysenteriae.

morfolédgicamente indisti

. Hoare en 1758 nombra a’l
una amiba no invasora..:
presencia y severidad dé
la virulencia de las cépég‘(ﬁart;neZ

Sin embargo a mas de 100 afos.ide:la .primera descripcion

clinica de amibiasis hecha pot: Fedor Lééh;' el caracter
patégeno de E.histolytica no se Encuehffé Eiehvde%iﬁidu. Hasta el
momento se desconoce la causa de la frecgen:ia'ﬂélativamente baja
de enfermedad. Dos hipbdtesis intentan eﬁplicar él comportamiento
invasor o comensal de la interaccion entre pardsito y huésped. La
primera enuncia la existencia de una sola especie de
E.histolytica con capacidad para producir dafio (Fatogenicidad) en
grado variable (Virulencia) y .cuya expresion dependeria de las
condiciones microambientales. La segunda propone que existen 2
especies diferentes de parasitos indistinguibles
morfologicamente, una patdgena con virulencia variable y otra no

patbogena responsable de la amibiasis asintomatica (Martinez-—

Falomo, 1986&6).



1.2, BIOLOGIA DE E.histolytica

E.histolytica es un parésitb pvnﬁézbarin perteneciente al
filum Sarcomastigofora, clase :Lasqéea;i(ﬁrden Aﬁebida, familia
Endamoebidae, género Entamnéba ‘fLeQine,v 1280). Presenta dos
estadios: el trofozolito y el ﬁuiste;r El " trofozito o forma
vegetativa, es una celula pleomdrfica, caracterizada por las
propiedades dinamicas de ‘su membranaﬁplésmatica que le permiten

llevar a cabo procesos de. " fagocitosis, pinocitosis,

redistribucion  de 1igandos,ventefnoé _:de adherencia. Al

desplazarse emite prolonga#ibﬁéé SU'Eitbplasma denominados
lobopodios. U £

El trofozoito mide dé‘7.é';91ﬁm3deﬁdiémetfn aproximadamente,
dependiendo de la especie. Fosee aﬁtiha y estructuras parecidas
a microfilamentos, HD se han encontradeo microtdbulos en el
citoplasma pero si en el picleo (Solis y col., 1990). Carece de
mitocondrias, lisosomas, Aparato de OBGolgi, reticulo endoplasmico
rugaso, centriolos y su citoesqueleto no se observa tipicamente
arganizado,. FPara su crecimiento requiere de un pH de 6.0-6.5 y
medios de cultivo complejos, la fuente de energia la obtiene por
la degradacidon de glucosa, no posee citocromos ni  la ruta
metabdlica clasica de Embden-Meyerhof.

El contenido total de acidos nucléicos en los trofozoitos ha
sido estimado en 0.3 pg por ndcleo para E.histolvtica cepa HM:i-—
IMSS y el tamafo del genoma de 4.0 % 10 (Gelderman y col., 1971;
Lopez~Revilla y col., 1978). El1 2574 del genoma total de

E.histolytica al parecer se organiza en nucleocsomas con proteinas



genoma de E.histolvtica empleandb~,ias'9n ) HihdIII.

Huber v col. (1987) demuestran ié.ipﬁegenc e una molédula de
DNA ribosomal circular gue contiené 2vrégkbhe§<inyef¥idéa de 5.2
kbp de longitudy las cuales codifican ﬁaﬁ% los RNAs ribosomales.
l.ag secuencias repetidas gue flanguezan estas regiones invertidas
pueden ser utilizadas en el diasgndstico y diferenciacion de
cepas de amibas (Estévez y col., 19905 Samuelson y col., 198%9).
El dnico gen descrito de E.histolvtica es el gen de actina (Edman
y col., 1987; Huber y col., 1987).

El guiste, la forma infectante, de menor tamafo que el
troforzoito (8-20 pumd), estd formado por una  pared celular
constituide por guitina, membrana plasmatica, citoplasma y 4
nucleos caracteristicqs con . endogoma central (Martinez-Falomo,
1980) . T '

La transmisidn de 1la amibiasis entre los huéspedes humanos
(Figura 1), ocurre cuando 1los guistes son excretados al medio
ambiente y son ingerides por otros individuos al  consumitr
alimentos contaminados con éstos. Los guistes al llegar al nivel
del estomago, pierden su cubierta de 'quitina y sufren varias
divisiones nucleares, dando 1“95P,,§ metaquistes que escapan de

cada guiste. Esta pequeda amiba 'alcanza las luz  intestinal, en

donde aumenta de tamafo y se Feproduce‘asexualmente por divisién



CICLO BIOLOGICO DE Entamoeba histolytica .

S’STEM!CA CONT!GUIDAD

m u m
Invosion /
%

ﬂmﬂl
WL colon

)

Duodeno

(3}

HO SPEDERO
® Estdmogo

/ (2)

VI'EJ‘D)HJ[

MEDIO AMBIENTE

27 o

RYC/90



CICLO BIOLOGICO DE Entamoeba histolytica

SISTEM ICA

CONTIGU!DAD

(6)
Mm i
Invosion /

g?!]]l
UII}I!’!
WS colon

Duodenc
(3)

7

HO SPEDERO
Estdmag
/® i
Vna oral
MEDIO AMBIENTE
‘o
22 N/
(10) .

4r’

RYC/90
%‘5 R
=L =



binaria  originando 8 tkufdzuifos]’mbnoﬁﬁcieados. Estos erden
permanecer en la luz del,intestinovdel huésped sin producir dafo
aparente y después de varias divisiones su motilidad disminuye;
se reduce su material citoplasmatico (estado prequistica) tienden
a redondearse y se enquistan dando lugar. . a los qguistes
tetranucleados (estado de portador asintnmético);

For otro lado, los trofozoitos, bajo circunstancias no bien
comprendidas, pueden invadir la mucosa  colonica produciendo
digenteria o ’diseminarse a traveés de la ;ircglacién originande

lesiones extraintestinales (amibiasis invasnfa)'(ﬁudo, 1969) .



1.3. MECANISMOS DE PATOGENICIDAD

Los mecanismos -de rofazaitos - de

E.histolvtica - qae le roducir Glceras

se piensa que es 1
divididos en: .:1 e’contacto,

T. fagocitosis ién “por

contigilidad yb'u Martinez~-Falomo,

1987) (Figura 2).

1. Adhesién: Los trofozoitos dé g.histolytica £1Eh;n;la propiedad
de adherirse rapidamente a monocapas de  células en cultivo y a
sustratos inertes como plastico o vidrio. _La  adhesion de las
amibas a las superficies inertes estd dada por mecanismos
inespecificos, mientras que la adhesiétn a células epiteliales
estd mediada por mecanismos especificos, los cuales reguieren de
reconocimiento de moléculas en la superficie del parasito
(adhesinas) y moléculas en la superficie de las células blanco
(receptores) (Martinez-Falomo, 198&).

Se postula la participacion activa de proteinas que unen
carbohidratos con propiedades parecidas a las lectinas vegetales
en numerasos fendmenos de adhesion (Dazz y Brill, 1977). En
E.histolytica se han decrito dos actividades de lectina. Una de
ellas tiene la capacidad de aglutinakr ‘eritrocitus de diferentes

especies, incluyendo los de humano y éu actividad es inhibible
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Flg. 2 MECANISMOS PROPUESTOS PARA EXPLICAR LA PATOGEN IC1DAD

POR Entamoeba histolytica
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por Dligémehbébl

19B0). La s

acetilgalactosamina (Knﬁiler_y M he'mahggi986)y‘Lé iéétlna

kDa inhibible alactosamina _ (Ravdin y co
que media la histolytica a celulas CHO. La

lectina de a;tiVidadir:es “.inhibida por

concentraciones micromdla - hialurdhica,r quitina y

quitatriosa (Rosales—Encina y‘coly;51§87 y caracterizada por Meza
y col., 1987), La lectina de' 112 RDA, una glicoproteina que se
localiza en  la superficie  de los  trofozoitos (Arroyo y Orozco,

1986) .

2. Citolisis dependiente de contacto: Estudios microcinema-—

tograficos han mostrado gue el efecto citoletal de E.histolytica
25 dependiente de contacto (Ravdin y col., 1980). No se conocen
con exactitud los mecanismos por los cuales los trofozoitos
amibianos lisan las ceélulas blanco después de que éstas
establecen contacto con el parasito. Fero se sabe que este
efecto es dependiente de temperatura y es éptimo a 3I7°C (Ravdin y
Guerrat, 1981). Aparentemente, la lisis de las células blanco
requiere de la funcion de los microfilamentos amibianos (Ravdin y

col., 1980), ya gue las citocalasinas B y D (f&armacos que tienen




ianiuéréHb 7en ila os . trofozoitos de
‘pél,dél"calcia en este

E.histolytica (Ravdin

evehtnrge confiﬁmdiguéndu se>.ob e,vojquE'dasrggéhtes quelantes de
calcio, EDTA v EGTA;'inhibieréh:él efecto citolitico del parasito
sobre células blanco édhéridas a-él (Ravdin y col., 1985). La
Tosfolipasa A, una fosfolipasa dependiente de calcio, cuya
actividad esta asociada & la membrana plasmatica de  los
trofozoitos, también podria ser importante en 1la actividad
citolitica de E.histolytica (Lopez-Revilla y Said-Fernandez,
1984) . Long—kKrug y col. (1985) encentraron que la citolisis de
celulas CHO por los trofozoitos amibianos fué  inhibida por
antagonistas farmacologicos de la fosfolipasa A, tales como el
inhibidor de Rosenthal, la guinacrina, la fosfatidilcolina y la
hidreoecortisona.

Dtros factores que podrian participar en el mecanismo de
agresion dependiente de contacto de E.histolvtica sobre células

blanco son: los lisosomas de superficie, la colagenasa vy la

proteina formadora de poro.



Lisosomas

ssugerficie. 'En’ los /trofozoitos de cepas
patdgenas de identificade ‘estructuras
vacuolares:

anzimas.

membranas © de:

:Ehfeé'dépués de que el
bianco y gue despueés
de activarse 3 Vyéghbrana liberarian su
contenido. Asi™ ':suﬁevficie poadrian ser

considerados _come’ un yde - agresién de E.histolytica

(Eaton y col., 1969 y:;1979;: Prncfor y Gregary, 1971). Sin
embargo, = por estudios de' microscopia electronica no ha sido
poasible revelar estructuras lisosomales asociadas a la membrana
(Deas u Miller, 1977; GBonzdlez-—-Robles y Martinez-Falomo, 1983).
Colagenasa. Los trofozoitos de cepas patogenas de
E.histolytica presentan actividad colagenolitica (Mufoz y col,
1982). La colagenasa amibiana es una metalo-proteinasa cuya
actividad estd asociada a la membrana de los +trofozolitos y tiene
mayor afinidad por colégena tipe I qgque por el tipo III. La
actividad de esta enzima esta ausente en los sobrenadantes de
cultivo v so6lo se detecta después del contacto de los parasitos
con el sustrato de colégenn, lo cual sugiere que se requiere de
contacto directo entre la amiba y el sustrato para que ocurra la
digestitn de la colagena, una proteina gue se encuentra en
grandes cantidades en la matriz extracelular de tejido conectivo.
For otra parte, midiendo la actividad colagenolitica en cepas de
E.histolytica con diferente virulencia, se encontrod gue las cepas

patdgenas presentan mayor actividad de colagenasa que las cepas



e indqcén un..rdpide flujﬁ de ianeé alj
vesiculas de fosfatidilcolesterol.

Las FFM son secretadas al medio solo después de exponer las
amibas al ionéforo de calcio A-23187, a Concanavalina Ay a un

lipopelisacarido de Escherichia coli. El papel de las FFM en la

patogénesis de la amibiasis no estda definido, pero se cree que
pueden participar en el efecto citoletal del parasito mediante
la induccion de 1los cambios de flujo idnico transmembranal
detectados cuando las amibas  entran  en céntacto con células
blanco (Ravdin y cel., 1985).

Productos de secrecion de E.histolytica. Los trofozoitos de
E.histolytica liberan al medio sustancias con actividad
hidrolitica o proteolitica (Trissl y col., 1987%; keene y col.,
192846). Se ha postulado que estas moléculas podrian tener gran
importancia en larinyaéiyidad;y.én la patogenicidad del parasito

al facilitarle- la'

Dbﬁe cid ; dé‘ﬂnqtrientes‘ a ‘partir. de 105
tejidos de suhugsp

14 destiruccion tisulap™



observada en la am1b1as1s” 77~'y Phllllps, 1975-;

Lundblad .y col., 1981;; Gada51 ,Leene y col.,*'

1986). Aan cduando no SE‘CUEnt que supurte un -

mecanismo de secrecidn o algun la c1net1ca de

liberacidn, si es claro que los trafo‘oitos de E.histolytica son
capaces de secretar fosfatasa’ acada, B—-N—-acetil-glucosaminidasa,
ax-glucosidasa, amilasas y en menor extensidn esterasas (Lundblad
y col., 1981; Trissl y col., 1983; Werries y col., 1983; Muller y
col., 1988), asi como también enzimas protecliticas (Badasi y
kessler, 1987, Lushbaugh y col., 19843 keene y col., 1984), de
las cuales sdlo la proteasa neutra principal descrita por Keene y
col. {1986) ha sido purificada y caracterizada.

-

3. Fagocitosis v _Degradacion intracelular: Después de que la

citdlisis dependiente de contacto ocurre, las amibas patégenas
ingieren las células lisadas, aungue también pueden englobar
células vivas (Martinez-Falomo, 1986). Trissl y col. (1986)
encontraran que los trofozoitos de cepas patdgenas ingieren mas
eritrocitos ¥y con mayor rapidez que los trofozoitos de cepas no
patogenas o©o con virwlencia atenuada. Los trofozoitos de
E.histolytica presentan 2 tipos de fagocitosis: una no especifica
por la cual los trofozoitos ingieren particulas como almiddn,
latex, fierra, etc. y cuyo contacto inicial puede estar mediado
por fusrzas electrostaticas (Martinez-Falomo, 1984). E1 otro es
un mecanismo altamente especifico mediado por receptores de
superficie llamados adhesinas, los cuales participan  en . el

reconocimiento y  unidn de los trofozoitos a la célula blanco



(Arroya, 1986). La-especi:

19813 Eracha y coliy

trofozoitos

Una  vez éfé@tqada “los

internalizan la .célula o

la membrana plasmatica cun“uﬁ“ 1a iisosamal, danda lugar a
la formacidon de una vesi&QIAVQue Ennfiene la célula o particula
blanco llamada fagosoma "(Cﬁépman*éndresen, 1977). Dentro del
fagosoma, el material fagocitado entra en contacto con las
enzimas digestivas amibianas. Entre las actividades proteoliticas
gue han sido descritas en E.histolytica podemos mencionar la

actividad de hialuronidasa que se ha detectado en varias cepas

amibianas (Mattern y col., 1978). Otras actividades enzimaticas
incluyen: tripsina, pepsina, gelatinasa y enzimas gue atacan
caseina, fibrina vy hemoglobina (Neal y col., 19605 Macgraith,
1969) todas las cuales son inhibidas por suero. Ademas, se han

purificado parcial o totalmente enzimas proteoliticas a partir de
extractos amibianos, los cuales han presentadeo actividad sobre
azocol, azocaseina, hemoglobina y colageno a valores de pH neutro
0 acido (McLaughlin y Faubert, 19773 Lushbaugh y col., 1985
Luaces vy Rarret, 1988). Algunas de estas enzimas podrian

participar en la digestion del material fagocitado.

4, Invasion por contigildidad: La caracteristica mas evidente de la

patologia de la amibiasis humana es 1la naturaleza destructiva de




v;iahatﬁmicas;A Apahenteh»nﬁq

producida “por “E.histolytica ‘es debid: mecanismas de

adherencia que permiten la .colonizaci a mucosalintestinal

delﬁéolon, seguida de la Pupt@ba.ae‘la
la  secrecitn de tominas' yt 
previamente), lo cual pdeQcéﬁ
intestinal y de las
reaultando‘en ulceracitn Caléhid

y/0 a érganos distantes (Ravdiny =i

S5. Invasidn por via sistémica: Una  vez.que . los trofozocitos de

E.histolytica alcanzan los vasos sanguineos, estos pueden
establecerse en cualquier drgano de la economia, preferentemente
y debido a su relacidn con la vena porta en el ldbulo drecho del
higado. La necrosis tisular amibiana, gruesamente, es mas
licuante que coagulativa, lo cual explica la presencia de (Qlceras
regulares en las lesiones intestinales y la cavitacion de érganos
parenquimatosos cuando éstos estan  involucrados, tales como
higado, pulmon o cererbro. Se aceplta en general que las lesiones
necroticas amibianas no son en realidad abscesos, debido a gue no
se cree que ecstén formados por la acumulacion de leucocitos
polimorfonucleares desintegrados y muertos con restos de tejidos
y otros componentes de exudado inflamatorio sino mas bien por los
componentes del parénquima necrosado de higado, pulmén o cerebro,
los cuales son directamente destruidos por las amibas sin la
participacidn de leucocitos polimorfonucleares (Férez-Tamayo,

1990 .



1.4. MARCADORES DE PATDBENIEID5D~

Las primeras pbéen

reacciones de inmudofi

microscopia electrﬁﬁita
diferencias morfolﬁg%cé
de E.histolytica aisié siy'pacientes
con amibiasis invéspp i'gvupos de
investigacidon en amibiasi

Unidos, Alemania, Israel::

y_
diversos procedimientos  in’
caracteristicas bioquimicas .y fisiologicas -que  identifican y

correlacionan cepas patogenas y no patdgenas de E.histolytica.

ZIMODREMOS: En particular el método mas ampliamente utilizado es
2l examen de los patrones  electroforéticos de 4 sistemas de
isoenzimas {(glucosafosfatoisomerasa, fosfoglucomutasa, malato
deshidrogenasa y hexocinasa). Este fue empleado por primera vez
por Reeves y Rischoff (1968) para distinguir E.histolvtica de
otras especies amibianas. El analisis de amibas obtenidas de
portadores sanos y enfermos de distintas partes del mundo (India,
México y Africa) reveld 22 patrones (zimodemos) distintos
(Sargeaunt y col., 1978 y 1980;  Jackson y col., 1982). Diez de
los 22 =zimodemos se encuentran en sujetos con amibiasis invasora
mientras que los otros 12 provienen de portadores. Los zimodemos
asociados con mayor frecuencia con enfermedad invasora son el 11

y . el XI; ademds, son los. Gnicos  encontrados asociados. con



amibiasis hepatica’ (Sahgeahntfy;;coi;,;1992); El'ﬁatﬁﬁnyx‘ée ha

encontrado relacionado con:l T en un Fedu:ido

nimera de enfermas me:dicanos [im ©,21982). Todos.los

zimodemos corﬂespondientaéjgramib =t ccmﬁéhtéq fia B§ndal

: je mby1m1énférrépidévde,ﬂ
la hexocinasa {Sargeaunt y ‘;651; 9é2f;>"9iﬁ yemﬁargo;
ohservaciones recientes (Mirelman y .cD1;;—19B6; Andrewé y col.,

1990) demuestran la inestabilidad de los. zimodemos al comUnicar

el cambio de =zimodemo no patogeno a patégeno, de un aislado

proveniente de portador asitomatico, durante el proceso de

asenizacion.

EFECTO CITOLITICO: L& actividad litica de trofozoitos amibianos
también ha sido analizado en diversos tipos de cultivos celulares
(Ravdin y col., 19813 Eracha y col., 1984). La monocapa de
células MDCE, una linea celular establecida de origen epitelial,
consiste de una cubierta de ceélulas adherentes gue forman una

capa continua semejando wuna barrera epitelial in vivo (Cereijido

y col., 1281) aportan un modelo adecuado para el estudio de la
actividad citolitica in wvitre de E.histolytica. El1 efecto es
demostrado al incubar los trofeozoitos a 37°C y depende de la
virulencia de la cepa, cantidad de indculo y tiempo de incubacion

(Orozco y col., 1975; Martinez—-Falomo y ecol., 1985).

Otros de los sistemas empleados para difeﬁénciér cepas de

amibas incluyen:




fuertemente asociadaa
de acuerdo a los estudio
L.a mayor . capacidad

eritrocitos con  respecto-a las

xénicas (Trissl'y cal., 1977)

La’ alta susceptibilidad ‘de

aglutinarse en presencia- de-Concan

col., 1973) en comparacion .con. vat ‘tepas @ anénicas. no

patogenas, reconocidas por su  capacidad deféﬁecef éitémpehaﬁura
ambiente. Esta susceptibilidad caractéﬁisticér'kde las cepas
patogenas estd relacionada a  la cérenéia'de cargas repulsivas
detectable en su superficie a pH neutro, de acuerdo a los
estudios de Trissl y col., (1977).

La mayor sensibilidad a lisis en presencia de complemento de
las cepas no pataogenas (Calderdn y col., 1986) y el
reconocimiento presumiblemente de cepas patdgenas por anticuerpos
manoclonales especificos (Strachan y col., 1988).

Finalmente, estaéan los modelos animales. En las primeras
investigaciones se emplearon gatos vy perros para establecer la
patogenicidad de E.histolytica {Stilwel, 19553 PBloomfield,
1957). Otras especies animales han proporcionado modelos
satisfactorios de aspectos limitados de la enfermedad,
incluyendo conejos {(Tobie, 1949)3 cobayos (Maegraeth y col.,
1953) 3 hamster (Tanimoto y col.y 1973;  Tsutsumi y col., 1984);
ratas (Singh y col., 1971 Rosé yycél.,71973); ratones (Mattern vy

col., 1977); primates” (MaﬁtihezéReyes—vy col., 1980 . El mas




ampliamente aceptado-e
se introducen  divectamente
generalmente pcP,linye€;1pn

la pared abdomihai}fTaJ,

inoculacion  intraportal;’ enseli recto, la

inyeccion intracerebﬁal (Méftlnézr alomo, 158;)> 9 iéiiﬁoculaciﬁﬁ
subcutanea vy testiculér en ratas (Péfez~Tamayo, 1990y . La
inoculacion de cepas patdgenas de amibas en el higado del hamster
(Hermnandez y Lopez y col., 1970) y de otros roedores, resulta en
la produccién de un gran numero de abscesos, mientras que en las
mismas circunstancias, las cepas de amibas derivadas de
portadores canos no producen tales lesiones, el efecto es
especifico de cepa y de la dosis o numero de amibas empleado
(Tanimoto-Weki y col., 1973). Este es uno de los criterios mas
generalmente aceptados para comparar con otros marcadores de

patogenicidad (Diamond y col., 1974).



1.5. PATRONES DE RESTRICCId

Recientemente el “ian digestion con

endonucleasas de restric iferenciacion de

@species y cepas de divers @cnica - se basa en

la separacion eiectrobeEtlca tpsvdé”DNA generados par
el corte con enzimas de'qfeétri qQéi actuan sobre sitios
especificos. Los perfiiesrréiéééfb%aéeticos resultantes son
marcadores biogquimicos estables,'ip; cﬁales pueden ser empleados
eficientemente para diferenciar poblaciones de organismos
cercanamente telacionados (Fanyen y col., 1985).

Con esta metodologia, Morel y col. {1980) caracterizaron
cepas y clonas del protozoario hemoflagelado ITrypanosoma cruzi,
aislado de diferentes regiones del Continente Americano,
comunicando en sus hallazgos que existe heterogeneidad entre las
cepas estudiadas, en base a criterios morfologicos, bioguimicos,
antigénicos y la propiedad de unirse a lectinas. El andlisis del
DNA del kinetoplasto (.DNA) con la enzima de restriccidn EcoRi
permitid identificar y correlacionar las cepas con el lugar
correspondiente de su obtencidn.

Por su parte Rorst y col. (1980) aplicando 1la misma técnica
también en parasitos del genéro Trypanosoma de la especie brucei,
agente causal de la Enfermedad del suefo en Africa, encuentran

caracteristicas entre las subespecies morfolagicamente

idistinguibles T.brucei brucei, IT.brucei gambiense vy T.brucei

rhodesiense, comn 1lo cual es posible diferenciarlos entre si, asi

como asociarlas con el cuadro clinico que producen.



La ~caracterizac

Leishmania, respdnsgblé

realizada por Jackson
digestion. con " enzimas

produce fragmentos capacterist

identificar a g;donovani_ Liaethiopica,

L.braziliensis Y L.mexicana,.

MCanlﬁgicamente

indistinguibles. Esta metodologia .c “su utilidad en
estudios epidemioldgicos.

Nash y col. (1985) analizaron y: cnmpéréron el patrdn de
restriccion del DNA de Giardia spp aislqdarde Heces de 11 humanos
y 4 animales (2 castores, 1 gato vy 1'7cobayn). Los resultados
obtenidos del analisis con  Southern blot, gque es un método gue
permite la separacion de fragmentos de DNA, su transferencia e
hibridacién con sondas especificas, fue posible distinguir 9@
patrones diferentes entre los 13 aislados estudiados, se observd
un patrdn  de bandec comin en 6 aislados (2 de animales y 4 de
humanos). Tres aislados (1 de castor y 2 de humanos) presentaren
diferencias marcadas al patron comdn, 6ientra5 que los restantes
6 aislados variaron moderadamente. No se observaron diferencias
que permitieran distinguir entre aislados provenientes de humanos
y otros mamiferos, lo cual sugiere gque no existe una especie
piropia de humanos.

Los patrones de restriccion del DNA total permitieron la
diferenciacion de especies , subespecies y cepas de Naegleria

(N. fowleri, N.lavaliensis, N.gruberi, N.jardivi, N.australiensis)

y 2 géneros relacionadeos (Didasculus thoratori vy Wellasrtia

<~



magna) (Jonckheere 'y ¢QI.,

variacian detectada con}téﬁhiéa

las cepas de N.,australiensis)

N.gruberi.

Fosteriormnente Bahattaﬁﬁéﬁya} y1 £6i; ”(19Sé5 :emﬁleando la
enzima derestriccion EcoRl en “'la digeétiﬁn &El DNA de Entamoeba
spp. (E.histolvytica, E.histolxtiéawlike, E.moshkovski Y
E.terrapinas) encuentran polimorfismo enlos sitios de corte, sin
embargo, la presencia de bandas discretas en cada muestra de DNA
compatrtiendo un doblete comidn de 0.7 & 0.9 kbp, permite
diferenciar a la especie histolytica  de otras especies gue

carecen de éste.



2. JUSTIFICACION



2. JUSTIFICACION.

en paises en desarrallao, . incliyendo
Organizacién Mundial de la 331
esta presente en cerca de 480 mi

de éstos en el

del huésped. La relevancia &e.e hfé?medad es que anualmente
mueren de 40, 000 a ‘f};é;OQQ, peEsonas por complicaciones
intestinales y EHtPaintéstfn;Iés dei la amibiasis (Trevido, N.,
1989). En el 20% de los individuos infectados con E.histolytica
(portador asintomatico) se desconocen las causas del
comportamiento aparentemente innocuo del pardsito (Sepudlveda,
1986} . Investigadores y grupos de trabajo en amibiasis han
sugerido criterios y disefado diversaos procedimientos con la
finalidad de clasificar y definir diferencias entre aislados de
E.histolvtica obtenidos de portadores asintomaticos y pacientes
con amibiasis invasora. No obstante, la mayor parte de estudios
de caracterizacion de E.histolytica se han llevado a cabo con
cepas mantenidas en cultiveos axénicos por mas de 15 afos,
correlacionando los resultados con cepas de amibas axénicas de

- arigen no humano (cepas Laredo y moschhovskii de aguas negras) o

de animales (cepa invadens que parasita reptiles), esto ante 1la
ausencia de cepas axenicas provenientes de portadores

asintomaticos.

For lo tanto, consideramos importante caracterizar aislados

de E.histolytica obtenidos de portadores asintomaticos.  y



pacientes con amibiasis - invaébra;  manfenidos an cultivas
polixénicos que éonserven 1§  mf¢Pabiofa' intestinal original,
mediante el patran eleétrofb;éfico . de eniimas de la via
glucolitica (zimodemos), determinacion de dafo a monocapa de
células MDCE y el andlisis del patron de restriccion del DNA. Los
dos primeros estudios (zimodemos y dafo a monocapa) han sido
empleados en  la caracterizacidon de cepas axénicas y xénicas de
E.histolytica v la caracterizacion por patrones de restriccién
del DNA (esguizodemos) han mostrado su utilidad para diferenciar

especies y cepas de diversos protozoarios.
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HIFOTESIS



3. HIPOTESIS

Ha

Existe correlacidn entre los criterios clinicos y los
criterios euperimentales in vitre de  aislados de
Entamoeba histolyticsa de portadores. y -pacientes

sintomaticos

No existe correlaciodn entre los criterios clinicos y
los criterios experimentales in vitro de aislados de

Entamosba histolytica de poartadores y pacientes

sintomaticos



4,

OBJETIVOS




OBJETIVO GENERAL

Caracterizar por criterios experimentales in vitro, aislados

de Entamoeba histolytica mantenidos en cultivos
polinénicos, obtenidos de portadores asintom&ticos vy
pacientes sintomaticos y correlacionar los criterios

clinicos con los criterios experimentales in vitro

DRJETIVOS PARTICULARES

Estandarizar métodos para cultivo masivo.  en condiciones
polixénicas y procedimientos de separacidn-amiba/microbiota

Verificar la utilidad de los patrones de restriccién del DNA

de Entamoeba histolytica como marcadores de patogenicidad




ESTRATEGIA EXFERIMENTAL

Du.Portador
Asintomatico

Dr.Paciente
Sintomatico:,

T

Robinson.

Cultivo Poliuénicd

[ FPatran isoenziméticn?IQ

“Efectd citopatico

Analisiz de
Zimodemos

en-celulas MDCH

‘Analisis Espectro
fotométrico

Hibridacidn con DNA total
de HMI-IMSS marcado con *=pP

Correlacion de criterios clinicos-criterios experimentales

in vitro

o

I




5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL



5-‘EST§ATEGIA EXFERIMENTAL

Se seleccionaron de acuerdo al criterio clinice, (Figura )

cepas provenientes de portadores asintbméti us‘f;bn'serologia

negativa y examen Fectosigmoidoscépico"‘;negativn‘vy cepas

provenientes de pacientes sintomdticos. coniserclogia positiva.

Los trofozoltos en presencia de la: flova i@te:tinal original se

sembraron en el medio polixénico de Robinson modificada. Fara ser

empleadas  como control, la‘“micro ntestinal original

asociada al cultiveo polixénico & UItive “en medio de

l.uria (especifico para bacterias) “baé‘de Entamoeba spp

mantenidas en cultivo axénico.

Cuando las amibas alcanzaron: éu;;féc1ﬁ1eﬁt6yrlogavitmico se
separaron de 1la microbiota asoéiﬁdarél cultivo polixénico. Se
estudic el corrimiento electroforético de las emzimas GFI, FGM,
ME y HK para definir el patrén isnenzimatico de patogenicidad
(zimodemos) asi como la fagocitosis de células epiteliales MDCE
crecidas en monocapa por los  trofozoitos obtenidos de leos
diferentes aislados. En  ambos ensayons  se utilizaraon como
controles cepas cultivadas axénicamente y la microbiota asociada
al cultivo polixénico. Se obtuvo y purificed el DNA de los
aislados de E.histolytica cultivados polisénicamente.

El DNA se cortd con la enzima de restriccion EcoRl. Los
fragmentos se separaron par electroforesis en geles de agarosa
tefidos con  bromuro de etidio y se transfirieron a filtros de
nylon, se hibridaron mediante el método de Southern blot con DNA

total de la cepa HM:1-IMSS marcada con ZF®F. Finalmente se



correlacionan con. . los. . criterios

riterios clinicos |

experimentales in yitro.




6. MATERIALES Y METODQOS



6.1 Material biolégico ’

a. Cepas axénicas de Entamoeba histélytida.

HM:1-IMSS.~ Aislada en disenteria

con absceso hepético amibi

HK:9-NIH.- Aislada en 1951

oliposis

adenomatosa de colon;Yid si

=M

&

pas polixeénicas de E.histolytica. '

HM-2.- Aislada en 1988 de un portador asihtﬁﬁéﬁi;éyqdﬁVﬁeédibgiai
negativa (San Francisco California, U.S;A;)njgééa;’iqéBf 
HM-47Z. - Aislada en 1987 de un pnrtadorvAEEnféméfico con RSCy
serologia negativas (México, D.F.) (De ia Tqrre; i9§7) '
HHM-44.- Aislada en 1988 de un purtédgﬁ;ééiﬁfahéfifb"éoﬁ‘RSC5y
serologia negativas (México, D.F.) (De ia TDrbe, 1987)

HM=-4.~ Aislada en 1988 de un paciente sintomatico con serclogia
negativa (San Francisco California, U.S5.A.) (Reed, 1988)

HM—=446.~ Aislada en 1986 de un portador asintomatico con RSC y
serologia negativa (México, D.F.) (De la Torre, 198&)

HM-50.~ Alislada en 1989 de un paciente con disenteﬁia amibiana

aguda y serologia positiva (México, D.F.)



6.2. Cultive

hiSfBlQﬁitav‘, ,
, cepas HM~1:IMSS, HM-T8:

iMSS,, se.cultive

Ca téﬁpér»tuna“'gmbighﬁe' f % (Diamond y
Cdl,{1978) suhleméﬁtédp con Sigma No. )
y. 3% de mezcla de vitamin . Para

subcultivar, se agitaron’ suavemente descultivos

confluentes y se tomd una éliguqtadde‘prp o hbéﬁiéndmse
en botellas de 250 ml conkmgdiojfﬁgsésxﬁhné

En el caso de cultiVoé: mésiVos,» 2 twofdéoitos s
propagaron en cajas de cultivo de 500 ml ykéé cosecharon cuando

alcanzaron su fase logaritmica de crecimiento (72 h).

b, Cultivo polixénico de trofozoitos de E.histolytica

Los trofozoitos de las cepas HM-2, HM-4, HM-43, HM-44, HM-46
y HM-%0 se gsembraron a 3I7°C, en presencia de la microbiota
intestinal original, en medio de cultiveo de Rabinson  (1968) y en

@]l medio bifasico de RBoeck y Dbrohlav (1925).

1. Medie de Robinson (1968). Este es un medio de cultivo que se

compone de los siguientes elementos: Bactopeptona al 20%,
BEiftalato, Medio definido "R" para crecimiento de la bacteria
Escherichia goli silvestre, medio. amibiano  basal "BR" y suero

bovino o plasma humano, medio completo “ERS?k(Anéxd No. 2).



se elimina:

eritromicin

‘de medio  YERS"

(24 R abEveCy

Sulcutivos. "Este paso
observar - que.

cre;imientc.'i
Modifica:ionéé.rLégf fiﬁaé;uné: "z@fédabéédas a este medio se
transfirieron a Edtéiiéé deJ:piééticorde S0 ml de capacidad sin
base de agar, con 40 ﬁl de medio "BRS" completo. En nuestro caso,
empleamos plasma de humana . &n lugar de suero de carnetro, Se
incubaron a I7°C hasta 11égaﬂ a confluencia, se verifice el
crecimiento en 2l microscopio invertido y se cambid el medio cada
24 h. Para la propagacidn del cultive, cada una de las cajas de
plastico con crecimiento amibiano confluente se resembro
agitando vigorosamente para despegar las amibas vy se transfirid
alicuotando en partes proporcionales a cajas de cultivo de 260 ml
con medio fresco hasta obtener crecimiento confluente. Cuando se
observd crecimiento excesivo de la microbiota bacteriana, se

=

adiciond 0.5 pg/ml de ampicilina y 0.1 ng/ml de kanamicina.

2. Medio de Eoecl y Dbrohlav (1925):

cdos fases: una  fase édiid&,




coagulada‘de;hu§VD;déan
tase liquida,  la

salucian saling . amorti

Se- sembratron -trofoz

aspciada verificandose -

de Luria

La microbiota intestinal asociada a las cepas polixénicas se -

recuperd vy se cultivd en medio de Luria (1952)° .(Anexa- No. ).

d., Cultivo de células MDCH.

lLas células MDCK son de origen epitelial y fueron cultivadas
ern cajas de cultiveo Costar™® (24 pozos) con el medio escencial de
Eagle, suplementado con suero de carnero al 1074 ( )y
100 U/ml  de penicilina, 100 g/ml de estreptomicina en atmosfera

con COz al 9% a 36.5°C (Anexo No. Y.



solucidén

Vpeqﬁrifugaﬁbn?los sobrenadantes

b) Separacien por oradiente de Fepcoll. Se-ajusts la osmolaridad

del Percoll {(Sigma No. ) a éSérmasm/EQ de égua con PRS- 10X y
se formd un gradiente discuntin&ﬁ Qé 10, 20, 40, &0, 80O y 100%,
en tubns Falcon de S50 ml con tapdén de rosca. Fosteriormente se
agregaron 1 # 10% trofeozoitos cultivados en el medioc polixénico
de Robinson con su microbiota asociada por tubo y se centrifugd a
2,000 x g por 15 min. Con el empleo de una pipeta Fasteur, se
separd cada fase en tubos de centrifuga de 15 ml y se realizaron
preparaciones en freco para observar al microscopio de luz y
localizar la fraccion que contenia los troforoitos. Cada fraccidn
se  lavd con solucién de Ringer y se tomd una alicuota para

contar con hemocitometro.



para  despegasr’

centrifugacison’

posteriarmente las

pegadas pqr?agitacidn con

pioéﬁ en el un volumen
/iﬂ»mmbde ditiotreitol, 10

™M de EDTA pH B.0 vy 10 mM . de é-aminocaproico. Con una

pipeta Fasteuwr se cnlectd'i

jsgépensién y se transfiric & un
tubo eppendort de 1.5 ml.;Lm? Ltubsé‘éﬁﬁéndérf con la suspension
de amibas se cclucarqn‘ eﬁ"ﬁit;ﬁééﬁn liquido hasta que se
congelaron completamente. La‘suaﬁénsiﬁn congelada se descongeld
colocandnla en un bafo de agua-a 3790, Este ciclo de congelacidn-
descangelacion se repitid 3 veces. Los extractos se centrifugaran
a TO0,000 x g durante 1% min a - 4°C. El sobrenadante de laos
extractos se alicuotd en volumenes de - 100 pl en tubos eppendort
de 1.5 ml ¥y se almacenaron .a ~70°C. Previo al empleo de las

fracciones sobrenadantes, se aumentd la densidad, agregandoles a

cada tubo 40 pnl de wna solucion estéril de sacarosa al 704 (w/v).



maléica’
agregar el
sellatrlas con

acrilamida al

gel separadaor aqtes aé;qgg ést Vgafa; HQbD que esperar 19
min con el fin det*pékmitiﬂ qua pblimerizara el soporte. EIl
gradiente del gel separador se realizd en una camara para formar
gradiente, y la solucién se dosificd con la ayuda de una bomba
peristaltica. Para vaciar el gel separador dentro de la camara de
vidric fue necesario colocar la manguera de salida de la bomba
peristaltica, en una de las esquinas de las placas de vidrio,
moverla horizontalmente y de manera constante a lo largo de las
placas a fin de repartir homogeneamente la solucidn de acrilamida
del gradiente y permitir asi qgue se formara correctamente el
gradiente dentro de las placas. Cuando termind de pasar toda la
solucidn del gel separador se dejaron aproximadamente 0.3 cm de
a@spacio vacio, el cual fue suficiente para colocar inmediatamente
z]l peine para formar los pozos que sirvieron para depositar las
musstras que fueron analizadas. Los  geles permanecieron sin

moverse hasta que polimerizd .  totalmente la actrilamida

{aproximadamente 2 h). Se retirc el:peine ‘yise lavaron’ los pozos




amoﬂtiguador

nl). - con una

las placas

‘jéiecﬁrbfnheﬁicas‘y se coloco amortiguador de

kt‘qérfiaa;»té temperatuba aéilam ‘;guédoh'sérhantuvo por abajo de
iééé;ans geles se corrieron a 60 VDi£SWpDP 12 h. Al término de
ié electroforesis, el gel se sébgﬁﬁfae las placas de vidrio y se
colocd en un recipiente gue contenia ia selucidn de reaccidn
especifica para cada enzima (Anexo No.4). Se prepard un gel para
cada enzima. El recipiente se  cubrié con papel aluminic y se
incubd durante Z0-45 min a 37°C para el desarrcllo de la reaccion
evidenciada por el cambio de color. Se retird la solucidn de
reaccion y el gel se enjuagd varias veces con agua destilada. Se
fijoé el color de los geles con dcido acetico al 74 (v/v). Ge tomd

una impresion fotografica inmediatamente con una camara Folaroid

bb&7.



c) Reduccion de almidén del medio
Robinson. Observaciones. enciaran: gque

s0lo una proporcion del almidén' ;ﬂlti?o era

se o redujo

consumida - par los trofozoitos

&0 mg/l00 ml. Antes de cosechar
cultivo) se recambid el medio ’dé ! n"m',é'clio fresco y
IO mg/100 ml de almidon. Los : cosecharon por
agitacion suave y se lavaron’ g}:t;i’:r’l_

acasiones y se toméd una alicuocta pé\r‘a'cbnk'tarf con hemocitometro.




6.5. Actividad litica de trofozoftos de E.histolytica en monocapa

de células epiteliales MDCK

garitmica de

l.os  trofozoitos': se’

crecimiento y centrifugaro elipaguete se

resuspendid en medio MEM:s

La linea celular eétahle:;

en monocapa de células confluent

de 24 pozos de 17 mm de diéhefﬂb,a "Crensuna-camara de COz al

5%. Se lavaron los cultivoé 20 véEéézdnh:aIOO ml  del medio MEM.
Fara determinar la lisis, se véoiocaron 1, 2 o 3 x 109
trofozoitos por cada pozo de cada una de las cepasz polixénicas y
arénicas, asi como de los controles (medio MEM s&lo, bacterias
asociadas al cultivo polixénico y crecidas en medio de Lurial.
Posteriormente la mezcla se  incubd porr 1 h & Z7°C en atmésfera
de CO=z al 5%. Finalmente se lavaron las placas con FPBS, se
tifieron comn azuwl de Comassie R-250 al 0.125% en abe y se fijaron
con glutaraldehido al 2.3% (v/v) en un amortiguador de cacodilato
de sodic ©.1 M, pH 7.2. Considerando la ausencia total de la
monocapa de celulas tefidas como el 100% de efecto citopatico y
la.presencia indemne de la monocapa de células MDCE como el 0% de
efecto citopdtico, se determind la actividad citolitica por

espectrofotometria (MARCA) (Figura 4).



Separazinn dE o

MoCH
prent ol
i t
g 6 oooo
3 & 000 o
OO oo o0
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Trofozoitos sobre

monozape contluentes
de ceélulas 'MDCE

|

Tmcubacion a 37°C/ih,y CO= T%

d

Determina
oriespet

FORs No. &) ESQUEMA DEL
ACTIVIDAL LI
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Fia DETERMINAR LA
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‘Secosecharon

:ﬁecihiéhto f49uﬁ) vml:;fLaipastilla

se -lave I ivecesiconiel ,3;‘sevresuspendid

revisd la integridad dé laéfamlbésfél mf;ﬁosocopio. Se agregd 1
volumen de Nonidet P—401a1 10% éiﬁh;,:nnqentraciﬁn tinal del 14 vy
se agitd vigorosamente dentro del baso de hielo. Se corrobord al
microscopio la ruptura de todas las amibas y la integridad de los
nacleos. La suspensién se pastd por un colchédn de 10 ml de
sacarocsa 1M (en Trizma 10 mMy; EC1 24 mM, MgClz 10 mM, pH 8) en
tubos Corex de FO ml para separar los nGcleos. Se centrifugso a
6,000 rpm por 12 min (rotor Sorvall HE-4). Se quitd con cuidado
=21 sobrenadante y se resuspendid la pastilla muy suavemente en
S00 pul de EDTA 0.3 M pH 8 vy Sérkosyl 1%. El DNA se extrajo con un
volumen igual de fenol equilibrado con inversiones suaves pot un
min. Se centrifugd durante Z min para separar las fases y se
quitd la fase orgénica (que en este caso es la fase superior, va
que a tan alta concentracidn de sal usada las fases se
invierten). Se extrajo nuevamente con urn volumen igual de fenol
equilibrado como se indicd anteriormente. Se Vextrajo el DNA 2
veces mas con un velumen igual de’cloruformo alcohol ispamilico

recuperando en ambos casos la fase acuosa (fase superior). E1 DNA




se  precipite  con 2.5
suaves hasta que se formé una

punta . de . micropipeta y =e reéuéﬁéndia

de una solucion saturada de acetato dE'amonib;yfélﬁjvdlumenes de
etanol frio obteniéndose - nuevamente una fed. El1 DNA se
resuspendid siﬁ secatr  previamente en 500 pl de agua destilada
estéril. Alicuotas de 1, S y 10 pl del DNA se corrieron junto con
DNA  estandar de concentracion conocida (DNA  del fago lambda
cortadeo con HindIIl empleado como marcador de peso moelecular) en
un minigel de agarosa al 14 en TAE y se tifleron con bromuro de
etidio, se tomd una impresidn fotografica con camara Folarcid 667
usando un  transiluminador de luz ultravioleta, se verifico
visuwalmente la integridad del DNA al cuaﬁtificar la intensidad de

fluorescencia de los DNAs estandar y DNA muestra.

b. De cultivos polixénicos.

Se crecieron las  amibas hasta confluencia en botellas de
plastico de 200 ml, se decantd el medio de cultivo y las amibas
pegadas al sustrato, se despegaron con FPRES y agitacion vigorosa.
Las amibas se lavaron 3 veces con FES y posteriormente se siguio

el mismo protocolo utilizado en los cultivos axénicos.



6.7.. Extraccién. del  DNA de la microbiota asociada al cultivo

polikénico.

La microbiota asociada se separd‘de los cultivos polixénicos
por centrifugacion diferencial a'715,900 rpm - por F0 min y se
cultive en el medio de Luria’ en agitacidn - constante. Cuando

alcanzd el crecimiento logérifﬁichf 48 'h), se obtuvo el

sobrenadante y se centrifugd‘a;25$62 jpb;‘ 10 min. E1l pagquete

se resuspendido en D00 pl,de, sel.incubo con 100 pl de
lisozima (30 mg/100 ml) -a in., Posteriormente se

Sarkaosyl al 20% .y’ ) ‘entrajo. Se verificé su

agrego



6.8. Digestion del DNA amibiano con la. enzima  de |

EcoR1l y an&ilisis en. geles de agarnsa;él

El DNA  de las ‘cepas anén1cas

se digiriéd con la enalmaf'V
Manual Eiolabs( 197
nuevos y- estériles id’ugrd
una de las cepas aﬁén;cél Se . agregaron 10
unidades (W) de énziha‘ él”yiamortiguador 10X

correspondiente a la enzima de reacklon EcuRi (Manual BRiolabs, 19

Yy se aford a 50 pl con ABE (tod,f proceso se realizd a 4°C).

Se mezclaron los camponentESVsu 'ente yvse incubaron a I7°C poar
12 h.
Fosteriormente se corr;ﬁj ‘DNA ‘digerido  en un gel de

agaresa al 1% en una cémara';médiana'avﬁemperatura ambiente por

30 min., El gel se tiRd con E”G$UFQ; dg gtﬁdio' durante 10 min a
temperatura ambiente y se fotogréfiévﬁééﬁdérﬁn trangiluminador de
luz ultravioleta y camara Pclarold 677.

Los patrones de PEStPlCClOn' Pesultantes de las cepas

polixkénicas, se compararon con el patron de la cepa HM:1 cortado

con la misma enzima.



6.9. Transferencia del DNA amibiano digerido e hibridacién coen

-DNA total de HM:1-IMSS marcado con. F2pP,

El DNA digerido tanto de las depas axénicas como
polixénicas, contenido en el gelvdefagérbsa a1l 17 se coloce por

un minuto en lus ultravioleta: p: érdepubinarlu. Se depurind con

HCl 0.25 M  pbr 15 ‘min o n 'donéténte a temperatura

rambiénfé;:ser desnatdrai Lén‘de MaOH 0.5 M y NaCl

11MT§DP'15_min y..se . neutraliz _s0lucién  que contenia

frizma?HCI iM pH'B vy 'NaCifb.b ﬂ:éuhaﬁ£e'15—min. A continuacien
se. tansfirie a un filtro ae'*uyimgj (Nytran, MARCAY: en un
recipiente de vidrio y una base con dimensiones de 11 x 14 cm se
colocd papel filtro Wathman ZMM de 11 x 18 cm seguido del gel
invertido y sobre éste, un filtro de nylon (Nytran), retirando
previamente teodas las burbujias, sobre éste 2 papeles filtros
Wathman ZMM, Fosteriormente se colocd wuna capa de 10 cm de
altura de toallas absorventes secas y una placa de vidrio sobre
los cuales se coleocd un frasco de vidrio con peso de 1 kg, todo
esto sumergido en uwna solucion de citrato salino (88SC) 10X,
suficiente para humedecer los extremos del papel filtro pereo sin
tocar el papel de toallas absorbentes. Se transfirid por difusion
a temperatura ambiente durante toda la neoche y despu#s de esto,
el filtro Nytran se hornedt a 70°Cipor 2. h a 20 1b en un horno con

vacio. Fara el proceso de pﬁéhibrida;idn el filtro Nytran se

calocd en una bolsa para “sellada  con calaor

agregdndose previamente la‘sdluc~'n'qe~prehibridacjén (88C 20 X,

formamida = 100%, Soluciﬁn;”fbéhﬁérdﬁ5f 1005 +%= = (Anex Nos8) ;-



'SéluC}Q’ )
PH 6.5y Dextran’ Sodio - Sul
ypldﬁed/éupeﬁficie del papellj

Previamente se marcd el

Systems REN—14600. Erevementé; el “DNAT ]

final de 10 pl en agua destilada estévii ylse,désnaturéli:é a
?6°C por 10 @min en un bafo de ‘agua  hirviendo, colocandolo
inmediatamente después en hielo. Se agregaron 4 ul de cada
nucledtide frio (dATP, dGTP, dTTF), S pl  de amortiguadotr
(Solucidn 1), § pul de primer (Solucidn 2), agua destilada estéril
a un volumen final de reaccidn de S0 pl, S pl de (x~%2P)dCTF (10
mCi/ml) ¥y 2 pl de la enzima de reaccion (Solucidn 3). Se mezclo
suavemente por pipeteo y se centrifugd a 15,000 rpm por 35
segundos en una microcentrifuga  para- colectar en el fonde la
mezcla de reaccidn. Se incubd a 3I7°C por Z0 min. El DMA marcado
se  separd de los nucledtidps libres. utilizando el método de
minicolumna de Sephadex G-50 (Sigma), como sigue: la mezcla de
reaccion se llevd a un volumen final de 100 ul con STE (STE: NaCl
0.1 M, Trizma 10 mM pH 8, EDTA I aM) para detener la reaccidn. La
resina se equilibrd colocando 2 ] dé~Sephaden G-50 por cada 50 ml

de - 8TE, se-esterilizd por autoclave =a“121°C a 15 1b de presion




_desnatunalizé a 94°C

. _de -hibridacia sl filtro Nytran.

permitir

noche

la para

retird la solucidén de hibriﬁéci&n‘vcdhyylaJ scha marcada, y el
filtro Nytran se lavé bajo condiéidnesfrelajadas (para sondas
hetersdlogas) con =zoluciones de altav astringencia (soluciones
hiperosmolares) empleands para @llo SSC 6X con 8DS al 1%Z en 2
ciclos de 15 min cada uno a 37°C, 42°C y un ciclo de 30 min a
60°C hasta eliminar el fondo radiactivo detectandolo con el
contador Geigetr. Los filtros Nyfran conteniendo el DNA se
colocaron en cassete X-Omatic FKodak con pelicula kodak X-Omatic

para rayos X a 70°C por el tiempo necesario hasta evidenciar la

hibridacion por autorradiografia (Fig., S).



'FIGURA no.'J . TRANSFERENCIA DEL DNA DIGERIDO CON EcoR1 A
FILTRO NYTRAN E HIBRIDACION CON DNA- 32P HM:1-IMSS

& . ]

E.histolytica Obtencidén de Obtencidn de
nucleos DNA
- + ¥
7 ,
' fx i
3 r I e

Verificacién de la Corte con Verificaci6n de la
integridad del DNA EcoR1 Digesti®n del DNA

Transferencia a Hibridacién con Autorradiografia
filtro nylon DNA-32P HM:1-IMSS



7. RESULTADOS



e sOlida

'déigailina v

sales en solucion . acuosas:

Con - la ‘finalidad “de "Dbteneb

trofozoitos paraila obtenciﬁﬁ de éciéﬁ : ”ﬁ,'ée resembré en
tubos con  tapon de rosca de 285 mi, coﬁ un féhdimiento ae 200, 000
amibas; en matraz de Erlenmeyer de 125 ml- con un rendimiento de 1
#w 10%  amibasy en matraz de 250 ml produciéndose Z » 10% amibas;
en matraz de S00 ml, con un rendimiento de 4.5 x 10¢ amibas y
finalmente en matraz de 1,000 ml con un rendimiento de 7.5 x 10%
amibas, incrementando el numero de matraces de acuerdo al numero
total de amibas necesario.

El rendimiento final después del procedimiento de separacion
amibas/microbiota disminuyd drasticamente hasta en un  30-407% al
tratar de eliminar los restos de fase sdlida y almidén de arroz,
ademas de las bacterias.

For lo anterior, y conla. inﬁéiidad de obtener un

rendimiento mayor final, . los

ueron adaptados a

crecimiento en el medio de 'ty épn??adaptadn par Reed

(1989). en botellastée' bqstarR” ) =in base.

de agar, lo cual " permi it ,pscdplcamente en. forma



oy agregar los

de muestras.

reqler
FPara @lloy 25. mlcon un

‘rendimients’ de C260 T ml, 3 o ox 10e

-
o
3

#

amibas 'y, &n bpﬁellék

amibas incrementandosesel: fellas de acuerdo a los

requerimientos  de trofdzoitos’ 7al71§ obtencion de extractos
amibianos, acidos nucléi:dé'ly~ 1tiii;éh}os para la pruesba de
actividad citnlitica. Es iﬁporté%té:reséltaw'que se enmpled plasma
humanao envejecido, en lugar de sQerokde bovingog, lo cual disminuyd
notablemente el costo del medio: - sin modificar la calidad y

cantidad del cultivo.



separacion

amibas/micrubib# ritos, el método de

adherencia a.- rendimiento » 65% de

trofozoitos  recuperados T namero total de

trofozoitos inicialmente - ‘cosschados cuantificados can

—bﬂOtESD de adhetrencia

hemocitometro. No cbstante; adn clando:

pareclia selectivamente amibiano, '~ un ven: nimero de bacterias

permanecia adherido a la sepérfiEié ”ae‘ los trofozoitos. En
relacion a la separacion amibiané.’por la  formacidn de un
gradiente discontinuo de esferasb de silice cubiertas de
polivinilpirrolidona (Fercall), se observd en las bandas
superiores del gradiente (10 y 20%) bacterias y granos pequefos
de almidon; en las bandas intermedias (40, &0 y 80
principalmente trofozoitos aunque también se observd un buen
namero de granos de almidén y bacterias; en las bandas inferiores
(20 y 1007%) se observaron itrofozeoitos ocupados con granos de
almidén, granos de almidéan grandes y grumcs de trofozoitos,
almidon y bacterias. El rendimiento final fueé de » 4T%4.

El medio de cultivo monofasico, sin base de agar permitis,

no sGlo observar el crecimiento amibianc in situ, sino también

determinar la cantidad de*gradms*dé"almidén‘agregados al medio,






FIG. No. é . RENDIMIENTO DE ENTAMOEBA BISTOLYTICA EN CULTIVO
POLIXENICO POR DIVERSOS PROCEDIMIENTOS DE SEPARACION
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10,000 a° 20,000
cultivadas axénicamente: HM:1-IMSS, HM:3

Lareds y la microbicta asociada al cultivo pol

Los resultados del andlisis enziméﬁicp

cultivados polixénicamente y  los contboiés uestiran - en la

Tabla No. 1.

El lisado de los parasitos de @ los aiéi;dosytﬁﬁ=3, HM: 43 y
HM: 44, provenientes de portadores asintomaticos, mostraron un
patran de zimodemo  no patdgeno (ZNF) - .correspondiente a. la
presencia de una banda « en la enzima fosfoglucomutasa (PGM) asi
como una banda de corrimiento lento o banda retrasada en la
encima hexoguinasa (HE). El  zimodemo de estos aislados {(HM:2,
HM: 4% y HM:44) pertenecen al tipo I reportado por Sargeaunt y col
(1980) . For oftra parte los aislados HM:4 y  HM:50 obtenidos de
pacientes sintomaticos y el aislado HM:44 obtenido de portador
asintom&tico mostraroh un *patrén,'de zimodems patogeno (IZF),

similar al de las capas a#éqi:as HM:l—IMSS, HM: Z8-1IMSS y HE:F-NIH




reconocidas” como ‘patogenas

simodemos de los aiélaﬁos M o.11
Sargeaunt v col (1980), 'y o HM: 50,

obtenido de un trabajadofi de miﬁiééis )
intestinal aguda, mostré Qn io
reportado por  Sargeanut ﬁﬁmd
1988) . ’

El corrimiento elecﬁrdfﬁké,l

mostrd una sola banda en la misma’p

estudiados, lo cual caracteriza a:lasamiba ‘pertenecen a la

especie histolytica.



ERRACTERISTIEAS

HM: 2
HiM: 43

HM: 44

ND FATOGEND
NO FATOGEND

NO FATOGEND

SIN BANDA ADELANTADA (HED
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FRESENCIA DE BANDA 8 (FGM)
EANDA ADRELANTADA (HE)

ME CARACTERISTICA

MIGRACION VARIABLE (GFID)

1. TIPO DE ZIMODEMD DE LOS AISLADOS DE E.histolytica
EN CULTIVOS FOLIXENICOS.



0s -parametiros

monocapa, que

rofozoltos [ de

piteliales MDCK son incibadas

1ﬁsrééidlas sonidestru;dasuen; (Orozco vy col,

1578). Las amibas se cosecha logaritmica de

crecimiento y se trataron de‘écué?ﬁbiai{pvbcedimiento descrito en
la metodologia. La actividad‘ lifiéa‘rse determind después de
incubar los trofozoitos por una . hora sobre una monocapa
confluente de células MDCK.

Los resultados se pueden apreciar en la figura ND.‘7. En la
abscisa se muestra el porcentaje de dafo a ménocépa y ‘en la
ordenada  los carriles correspondientes a las cepas HM: 1-IMES,
HM:2, HM:4, HM:4Z, HM:44, HM:46, HM:S0, cepa Laredo y en el
Gltimo carril el medio de cultivo MEM empleado como control.

Los trofozoitos de la cepa HMI1-—-IMSS que se utilizaron como
control positivo, produjeron en uwuna hora de incubacién la
desaparicion total de la monocapa de células confluentes MDCE
{(100% de lisis), de acuerdo con lo comunicado anteriormente por

Orozco y col. (1975 y Martinez-Falomo -y col. (19283). 7 Como



FIGURA No. ;Z . EFECTO CITOPATICO EN MONOCAPA CONFLUENTE

$ DE DANO A  MONOCAPA

DE CELULAS MDCK
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controles nega: se.emplearon itrofozoitos ‘de

la‘cepé;LaredD

reconocido

células, MDCK

en
aisiados‘HM:43‘nyH=4

(4 y 5% respectivamente

aislados HM:4 y  HM:d&. qu

respectivamente.

Fara determinar el ' .p ‘asociada al

cultivo polixénico, respecto’a sl partlclpaCiﬁn coma productora
de efecto citopético, se sepafb ésta -de los trofozoitos y se
incub® con una moanocapa confluente de ' células MDCE bajo las

mismas condiciones observandose que: no ‘hubo ningdn cambio (0% de

lisis) en la monocapa de celulas,



1 corteicon

actuansb

énquie’?

pehfflesl :
estables,v1057

d1ferenc1ar

a| amé&f%‘relécioﬁadds
(Panyen Y. col., o

FPara determ1narv CClOn,,SE éislb el . DNA de
las cepas arénicas HM;' 3 3 I SS VHM.:—IMSS, HE: 2-NTH v 1a
cepa Laredo y de los aisiédéé'ﬁﬁaé, HMr4,  HM:143, HM:A4, HM:a& y
HM: S0, a partir de ndcleos dé ﬁrofozoitos amibianos cosechados en
la fase logaritmica de crecimiento. Este DNA fué digerido con la
enzima de restriccidn EcoRl y corrido en geles de agarosa al 17 vy
tefdidos con  bromuro de etidio (De acuerdo a la metodologia
mencionada previamente).

Los tesultados se muestran en yla figuPa 8. El panel A
corresponde a marcadores de peso 'moleculariv(el fago lambda
cortade con HindIII), en los: carr111es ii,‘E; 3, 4, S y & =e
encuentra el DMA digerido de “i¢S  alslados HM:Z, HM: 4, HM:43,

HM: 44, HM:46 v HM: B0, Pespectlvamente. Enuel carril nimero 7 el

DNA digerido de la cepa Laredo;y'en,los carriles 8, 9, 10 y 11,

atseparacion ol

/|
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_el.DNA digerido de.

HE:9-NIH: Enestos Gltimas

- restriccion

EcoRl mostr

posible discernir

estriccidn que nos permita

los aislados cultivados en

cuhdiéioneé; 'nicéé;;lﬁdfréspondiente a los carriles 1-é&, y
séio en eircaérll‘Nai 1‘ correspondiente a la cepa HM:2 y en
carril ND.Y EVCDPFESPDndiEHtE a la cepa HM:4 se observa una banda
discreta de aproximadamente 6.3 kpb. El barrido observado en
todos los carriles correspondientes a las cepas polixénicas 1-6
es debido en buena parte a la presencia del DNA de la microbiota
asociada a este tipo de cultivo.

For 1o tanto, decidimos emplear el método de corte con
enzimas de restriccion, transferencia e hibridacién (Southern-—
blot) con DNA total de HMi1-IMSS marcado con JF%F con la
finalidad de obtener una discriminacion especifica, ya que los
fragmentos de DNA de los aislados transferido,  hibridaria

especificamente con el DNA de E.histolytica, no asi el DNA



contam1nante de la m1crcb10ta asoc1ada.«

resultadas se muestﬂan enyla'f Eﬁ5éi Pahé1’A,
11 3-IMSS .y

‘observa

resencia’

‘de” un

el,carrll ND.'4;*?

a los fragmentos :de

obtenidos de 'pcrﬁadé

respectivamente. © Con’ “empleo de esta metcdolngia es posible

observar la presenciai de vbandas de ;alto; < leecular que

corresponden a 6.5, . 6.8 y 9.4 kpb asi;fppmo— el doblete

caracteristico de la especie histolvtica.

En el carril ndmerc 8 se encuentran los fragmentos del DNA
de la microbiota asociada tratado bajo las mismas condiciones y
empleada como control negativo a la hibridacidn corn DNA extrado.

Finalmente, en el panel C encontrameos el DNA de los aislados
polivénicos opbtenidos de pacientes sintométicos HM:4, HM:14é6 y
HM: 50 correspondiente a los carriles 9, 10 y 11. Al igual que en
los carriles correspondientes a los aislados polixénicos
provenientes de portadores, se observan bandas de alto peso
molecular de aproximadamente 6.5, 6.8 y. 9.4 kpb. Unicamente se
reconoce la handa de 0.7 a 0.9 kpb que -caracteriza a la especie

histolytica. Por tanto, nao es posible establecer un patrdén de

e e e e e em e e oo e —



FIGURA No. 9. AUTORRADIOGRAFIA DEL DNA DE CEPAS AXENICAS Y

‘POLIXENICAS DE E.histolytica CORTADO CON EcoR1 ¢ HIBRIDADO
CON DNA 3 2p_pm. 1. 1ss




restriccion propio de este. gripo. ‘que- permita’ ‘dicernir.entre

aislados de portadores y sintoméficoé;



8. DISCUSION



por sw frecuencia y

saludien MéxiqnﬁﬁFéPeé—Tamayo

la . presencia

isélo en el

107‘dé ios =4 ‘del huésped

{(Martinez-Fa

,h15§olxtica an

su  relacion -con el haéspe en especies

patogenas y egpeéiéé, "pehman' 7_patﬁgenas,
indistinguibles mavfolﬁgicaménfé;

l.os primeros estudios b§$a difehengiaﬁ»rﬁazas 0 cepas de
E.histolytica con caracteristicgs’alféﬁenté;'fgeb'baéaron en las
diferencias en el tamado rderlég ‘éqgséég,fasi Ujihara en 1214 vy
Dobell y Jepps en 1918 :Dbservaron S razas de E.histolytica.
Spector en 1936 distinguid - 2 razas en los trofozoitos de esta
amiba, la cepa grande resultd ser patdgena para los gatitos y la
cepa pequeda no produjo tal efecto. Meleney vy Frye en 1939
sostuvieron también gue existe uma raza peqguefa de E.histolytica,
la cual tiene uwna capacidad débil para invadir la pared
intestinal y no es patogena al hombre.

En forma similar Sapiro, Hakansson vy L.outti en 1942
observaron 2 razas las cuales pueden distinguirse--por--los

diametros de sus guistes, siendo la linea de divisién'de A0y 9 -



‘entanto larazaicon

“mueven :menos - activamente
de cultivar 'y no son patagei
Sin embargo, es interesante

en 19230 encontraron quevel4dlametrq

raza de esta

de la
de peguefa a grande )

diferentes.

Diamond (1948)  se han. llevado ‘numeroscs  estudios de

caracterizacion a nivel bioquimico 7y molecular, aungue la mayor
parte de éstos se han llevado a:cabdﬂ-CDn amibas provenientes de
huamnos con alguan tipo de ahibiasis ‘invasora (HM:l y HE:%9) asi

come con amibas aisladas de reptiles (E.invadens) y aguas negras

(E.moghkovskii), ello por‘la . ausencia de cepas no patogenas en
cultivos axénicos vy por ﬂla v dificultad que implica el
mantenimiento y propagacipﬁ én7Eq;t§vc5 polixénicos.

En este estudio se émﬁieaﬁon Aaislados de E.histolytica

crecidas con su microbiota . asecciada  en medio de ‘cultiveo




‘lagicondiciones gue

polixénico: con /147 intencitn . de . mantenen

elac 6nlﬁgéspéd%pa‘

recieron “en’ ‘el medio

_bifésﬁcﬁ‘def? or de: -la Torre, M.,

1972). En este

requeridas (310 “xU104) Spap

‘patrones iSDEn:imaticoéfyw;iﬁéli$157‘dependiente de contacto, no
asi para los estudios‘ae écidés nucléicos, debido principalmente
a la importante disminucian en el” rendimiento posterior a los
procedimientos de separacidn amibas/microbiota. o
For lo tanto, se adaptaron los aislados al medic de cultive
monofdsico de Robinson, modificado: por Diamond (1982), él cual
tiene varias wventajas que esrimportante resaltar. Las amibas se
siembran en cajas de cultivo de plastico transparente, lo que
hace posible wverificar el  crecimiento mediante el microscopio
invertido (sin necesidad de Feaiizav preparaciones en fresco) y
permite decidir el momenta éh él éual hacer el cambio de medio
fresco, &l emplea de antibiatitﬁé:bara control del crecimiento de
la microbicta o graduarrrla cantidad necesaria de almidon. El
principal inconveniente de este medio es su alto costo,
representado por las altas cantidades requeridas de suero bovino.
Fara salvar este chstdcuo, se probd y se tuvo éxito, en 1 empleo
de plasma humano envejecido, el cual, después del tratamiento de
descomplementacion (detallado en la seccion de materiales y
métodos), se adaptd gradualmente al cultivo ¥y no se maodificéd el
crecimiento de los trofozoitos. For otro lado, resulta

relativamente facil la obtencidn del plasma humano envejecido, ya



la separacion

‘importancia. en-.la-

estas S0n altamente

endonuc leasas . después

descritos en Materiales y Métodas‘ﬁue iﬁélﬁ&éfon:

a) La separacidn por gradientes diétbnﬁiﬁQué ébn'PEPcoll,'la‘cual
habia demostrado su eficacia en la éeparacidn de trofozoitoé e
incluso fracciones subcelulares de E.histolytica en cultivo
arénico (Rosgsemberg, 198%5; Avron vy col., 1%287). Aplicado este
procedimiento a nuestros aislados en cultivos polixénicos
proporcion una recuperacion realmente muy baja (x 45%), ya que
no se observé una banda preponderante de trofozoitos libres de
bacterias 'y de  granos de almidén, pues éstos se encontraron
presentes en  diferentes bandas, dependiendo principalmente de la
cantidad de almidon ingerido por cada trofozolito.

h) La adhesisédn a fibra de vidrio fue otro procedimiento disefado
considerando 1la propiedad de las amibas de adherirse a
superficies inertes como el vidria. Con éste se obtuveo una buena
separacidn y una trecuperacion aceptable (r &48B%). Sin embargo, la
recuperacion de trofozoitos ‘dependid de 1la xtension de la

superficie de la fibra de vidrio ya que este material tiene un

procedimientos, ya -



momento

de cosechar los & sumamente

dificil obtener amibas: ruﬁfura de las
membranas amibianas ﬁDP" , AQrante lé
centrifugacidon y vesusﬁv quéfular. Ademas del
dafo mecanico sufridbyyﬁ tuandoc se les co-
centrifugd con - los ,gh

también empaquetadas,

Vﬁgy bajas, debido a =su
aglutinacison con gra ‘."Toda esto disminuyod
importantemente la Peﬁupéh‘ :de trofozoitos intactos.
Fensamns que una ;prAV ‘épi&cién al  problema de tener
granos de almiddn dificiléskAE‘eliainar, seria el uso de almiddn
soluble. Sin embargo, al observar al microscopio, esta
solubilidad ro era tal pues se observaba gue el didametro de los
granos era de las mismas dihensiones que el almidédn no soluble.

Por lo gue decidimos, desechar  esta alternativa y probar otro

procedimiento.

Con el' Uso d&l édipidefcufﬁiyb:mbnbfésiCD de Robinson, se

facilitérelﬁprébiema dé'ly~5épéf§;§:@fde IaflmiCQpbipta,asociada,




mediante: ‘patrenes
isoéﬁzimatidosi‘(zimddemoé);.'eféétd 'tltnpét;éq én monocapa de
Células MDﬁR y patrones de restiriccion dei,DNA;

‘ Los zimodemos obtenidos de nuestros aislados empleando el
sistema de geles de poliacrilamida, estéan de acuerdo con lo
reportado en la literatura respecto a la validez: del sistema en
poliacrilamida, ya que mejora la definicidn sin modificar el
patron de corrimiento enzimatico (Matthews.y. col., 1983; Meza y
col., 1984&4).

Correlacionamos los resultados obtenidos de la
caracterizacion in vitro de los trofozoitos de E.histolytica con
la procedencia de los aislados y- las caracteristicas clinicas de
los individuos que las portaban. Los aspectos analizados en cada
una de las cepas polizénicas se muestran en la tabla No. 2. Los
datos considerados fueron: el oriéenr(portador o sintomatico) de
los aislados, la respuesta ‘inm@ne humoral del hospedero medida

par Hemaglutinacion indiﬁédﬁa S AHAL) , el estudio




Oy

A

—Q» . CORRELACION ENTRE CARACTERIZACION POR CRT'I'FRIO‘; CLINICOS -

TABLA No.
Y CRITERTOS EXPERIMENTALES in vitro DFE POLIXRNICAS DE -
Entamoeba histolytica

CEPA ORTGEN  H.A.1.2 R.s.c.® zIMODEMO FAGOCITOSTS ~ PATRON DE

CEL. MDCK © RESTRICCLON.
(%) Lo A kph )T

HM:2 p.a.g

HM:43 PLA.

HM:d4 PUNGE

HM:46 CPIN '

HM:4 Atoa.B 16

HM:50 A.T.A. 1:64

a
b
C
d

"HEMAGLUTINACION INDIRECTA

RECTOSIGMOTIDOSCOPIA
KILOPARES DE BASES

PORTADOR ASINTOMATICO

e No RFALI?AD

f I\MIBII\‘SFS

N

CAGUDA



PECtQSlngldDSCﬁDICD' ﬁéééhtia; o
ausenc1a de

'ctwa“parte

isoenzimaticos

confluen

‘«.‘:.e}?'alug;'i a nega ya

' que fueron obten1 orta DPES as1ntom Dos 1nd1v1duosk

(correspondlente a‘ 105 5151ad05' HM: 43 Y HM: 44) thpPeaentaPon
evidencias de ~danp f:macroscoplco eh : 1a- mucosa 'coldnica,
'determinado par rectosigmoidoscopia (RSC) . Es importante
mencionar la controversia generada alrededor de la validez de
este parametro de evaluacion, debido a las limitaciones teécnicas
de este procedimiento (RS5C), ya que las lesiones podrian tener
localizacion en sitios fuera del alcance del ocbservador (Férez-
Tamayo y Morer, 19__). Nuestros resultados para estos aislados,
correlacionan con lo comunicado-en-la-literatura, en la cual, los
aislados obtenidos de individuos @ sin cuadro clinico amibiano,
ausencia de lesiones macroscﬁpicas“geterminadas por RSC vy

sereologia negativa (HAI), han mostrado que no son patdgenas en

animales de experimentacidan (Téniﬁdt ,y col., 1273), no

dafan monocapa de células epitélialé

Martlna“-PalomD y col.,

1986) ademas de presentar un patnﬁ

CINF) (Sargeaunt y  coluys 197¢ Los'resultados



g.hiéféiyt1ca

ZF y'déﬁoja‘

‘aiglados

rrelacion

- paciente:con:a

presents . un

féporﬁadé'pa

fecha, -no ‘existe e este

Tefecto

tipo de;'ziﬁéﬂem

citolitica a7 moi no mostro

tarv vy correlacionar el
comportamiento de histolvtica obtenidos
directamente de heces de %intnméticos ya que el
mono;épa, de células MDCKE ha

e patogenicidad en cepas de

cultivos - axénicos (Drozco y col.,
19755 Martinez-Falomo'y cbl; 986

E1 aisladn HM:4& obke

polixénico (Meza y*Qcolg 86 sryecactualmente’  después - de--



numars stos cultivos: polikénicos,  consesrvando la
iginalrcon.la. que fue aislado, ha mostradosun:cambio:

b oqgidico§ yf‘ isinla

“repaertado anter
los estudibs'de Andréwsry

reportados cambios. en el c

fisinlogico - (Efscto“cita ‘patogenicidad de
vosipolixénicos con su

microbiota original.

Se reECconocen diversos modifican el
los: que se incluye

@l mantenimiento prolongado en’ cgltiYos '5£9nicos, tomado como

responsable de la pérdida de virulenci f(Fhiiiﬁhs, 19543 Vincent

vy col., 1960); ademas, se@ sabe que la, §iru1encia de las cepas

crecidas axénicamente se ve aumentada’en trofazoitos recuperados

de abscesos hepaticos inducidos @ eni:h ,iméles de experimentacion
(lLushbaugh y col., 1978; Bos y dD1;; 1?79; Mattern y col., 1982;

Das y col., 197&6); también . la :viﬁﬁieh;ia7aumenta con la adicisn

de colesterol al medio de'éﬁlti'n“(pas y col.y, 19795 Westphal,
1937). . k '

Se sugiere que elv ?iﬁogémo bodria ser: resul tado
de: la interaccion: miﬁfqpidta'(MiEeiman y;éqlp, 19843

Andrews y col., 1990) ééfréé‘él seual sons sdmetidos los



ktrcfo~01tn5 durante Tel proceso aéféxeh éciéh'(Saﬁgéaunt y-cni,UV

19873  Di blen ~que .51 ‘1'
seleccione preferentement
19 )

Sin. embargo, no es'

originales

Se - establecid
cultivadas en’*coh&iéfuhes

para nuestro estudio (Tabla ND-”?

Las HM~1~IMSS

cepas
zimodemo tipo II (Patégend);» nflﬁente de

células MDCH (100, 85 y BOY _E‘«.:.ti:s resultados

Hligera

estan de acuerdo con lo cdmuhicadulén_ tura (Sargeaunt y

col., 1978; Orezco vy col., 1975{“‘Hé;tiﬁeé—PalomD y col., 198&8).
Estas 7 cepas presentaron tambien el doblete caracteristico de la
especie histolytica. Finalmente 1la cepa Laredo, aislada de
acuerdo a la literatura, de un paciente con amibiasis intestinal
aguda pressntd un  zimodemo que lo agrupa en la especie
histolytica~like, no presentd dafoc a monocapa confluente de
células MDCE ni  tampoco el patron de restriccidn que lo
caracterizaria como de la especie histolytica.

El polimorfismo en los patrones de restriccién del DNA no

identificd un patron caracteristico .en .. los ... aislados . de




-

TABLA No. .= . CORRELACION ENTRE ORIGEN Y CARACTERIZACION EXPERIMENTAL
in vitro DE CEPAS AXENICAS DE Entamoeba histolytica

CEPA ’ ORIGEN ' 7ZIMODEMO FAGOCITOSIS PATRON DE
. - CEL. MDCK (%} HRESTRICCION
(kpb) "

% ‘100 0.7-0.9
g 85 0.7-0.9
’ 80 0.7-0.9

0 0. .-0.

) a ki:lopm.‘
M b’ l_\r’nib'k,{jc":s‘. : s

N



.hlstolztlca obtenldos de portadores v pac1entes S1ntomat1:Ds,

no permltzendo d1ferenc1a»5cepa5_ patcgenas de nos patégenas, sim

embargo, Tes. de ndlca que lns [}
aislados pertenecen a la especi ya que muestran el

doblete comin .c

fue demqétﬁadﬁ
'acuérdu.aflqz Y col (1988) para cepas

mantenidas encul]



9. CONCLUSIONES



CONCLUSTONES

1. Be estandarizaron

Entamoeba histolytica

de separacion

pidio. fue el método de

'iéiados estudiados  hubo

correlacidh‘enfre, linicofdé ﬁrocEdEncia (REC y HAI) vy

la““caracteri®acion experimental ' i vitro: “de® . los parasitos

(Zimodemo, .lisis’ de células MDCH) ™

4. EL aislade HM:SO, ‘pPDvenienfégidE; un  paciente con
amibiasis intestinal aguda y seroldgiaxpositiva, presentd un tipo
de =imodemo patogenn (XIV) no’' comunicado anteriormente para

nuestro pails
S. El1 aislado HM:46 proveniente de portador y mantenido en
cultivo polixénico con su microbiota original, presentd cambic de

zimodemo no patdgeno (I) a zimodemo patogeno (II)

6. El patron de restriccidn del DNA de Entamoeba histolytica

con la enzima EcoRl no diferencid entre aislados provenientes de
portadores y sintomaticos, sdlo 'sirvidg “para fines taiondmicos

{clasificacion de especie)



10. ANEX0S



ANEXD No. 1

~ MEDIO TYI~S-33 FARA CULTIVO DE AMIEAS AXENICAS. -

Citrato ferrico~amonico.:

Freparacion:

Se afora con agua tridestilada y  desiDnizada (conductividad
< 0.1 omhs) hasta 820 ml. 8B ajusta el pH a 6.8. Be pre~filtra en
papel Watman No. 54i % 40; sé fkltra con pre-filtro Watman No.
541, 40 y la membrana Millipore de 0.45 pum. Finalmente se
esteriliza en autoclave a 15 1b/in® durante 20 minutos. La
complementacion del medio se lleva a cabo con suero de ternera o
bovino inactivado y vitaminado.

Fara inactivar £l suero es necesario colocarlo en un bafo de
agua a 596°C durante IO min, aéitandﬁ suavemente y de manera

constante. A cada 100 ml de suero (inactivado), se le afade 20




de isolucién’ ’QitaminaswideTDiémandF(SQérdgéqbiemeﬁbado).

1. Peéérri,ﬁ ébdé‘agér noble

2. Disolver en 100 ml de agua destiiaﬁa‘
Z. Agregar 0.7 g de NalCl

4., Mezclar las soluciones Yy cqle ':5 Hésja que. se
observe transparente - 7 : )
5. Distribuir emn botellas:  de  tapon d ‘710  ml- de
capacidad en alicuotas de 3.0 o 2.5'm1j
4. Colocar las botellas en un cestd'météficb¥5yfésfériliﬁar en
autoclave a 18 1b/in® durante 15 min conA los eapgneg flojos.

Certrar las botellas y dejar enfriar en forma inclinada. Almacenar

en refrigeracion.

E. SOLUCION DE ERITROMICINA AL'D;SZ;(QQZ DE . PUREZA)
Fesar 0.5 g de eritromicing bééej3disolver 2n 5 'ml de etanol

al 70% y dejar rgpusarrpuri2 h,uFas§qéLé$té;tiempu aforar a 728 ml

Hade 20 -mi-dels -



con agua destllada esteril helada. Repéhtiv en}bptel;as de 20 ml

o tapan ‘de ‘rosca, - en allcuctas' de 10 mli yralmacenar .en

congelac 6n.f; ;f

c. BACTOPEFTDNA AL ”HZ

D;solver 20 g de bactop p

mI de agua destllada, e
|epart1r en. botellas de 20

10 . ml, EStEPlllZaP en’ aL ocla

los tapones flojos y almacenar'

D. -ALMIDON DE ARROZ

Esterilizar de 2 a 3 de alml 6n rascos de
boca ancha con tapén de rosca. En autocla e 5alb/in® por 15
min. Posteriormente, pasar aun horno de 1q ‘durante 2.5 h.

Almacenar a temperatura ambiente.

E. RIFTALATO
Solucién 10 X. T

1. Pesar 25.5 g de biftalato.de potasio

2. Agregar 200 ml de agua destilada

(%)

.. Disnlver el precipitado con NaOH al 40%

Ry

Ajustar el pH & 4.3 con NabDH al 40%

u

Completar a un volumen final de 280 ml

o

Alicuotar en botellas de 10 ml
7. Esterilizar en autoclave a 15»1b[in?¥pbn 15:hinhi

8. Almacenar en refrigeracidn




vSDluCiéﬂfde*trabéjo 17X,

L Tampar 105

bidesilada

Solucien 10 X.

,ClbkﬁrQ dé ébdio,y [
g

g

Sulfato de amonio v..eos SO0 g
.25 g
ml

Agua destilada LSS0 1

Preparacion:

Disolver tgdoz los componentes eng2'1 de aguakde5ti1ada.
Aforar a 2.5 1.7DistribuiP eﬁ butéilééfdé’Jéaﬁié;én talicuotas de
400 ml. esterilizar en.’ autoclave ;a- 15’1b/in2 y almacenar en

refrigeracion,



Selueion de ﬁrébajd ifxi"

l;jTﬁmaﬁiSD,mli

de’ medio ”R"?y——q

(21 pH no debe e#;ede

H. SUERD EOVINO Y PLASMA

El suero bovinoj.clarificado:y: esténr
N i, :

descongeld y descompleménté‘a 5 ?b,qpfaﬁtErQOzmln,“bdéfEPiDPmEntE
e almacend a —-20°C hasté éuruso, - 7

El plasma humano se obtuvo de piésmas humanos envejecidos,
donados por el Centro Nacional de la -Transfusidn Sanguinea. Se
descomplementd colocéadolo a 36°C durante 20 min en bafo de agua.

Se centrifugd a &,000 rpm para eliminar el exceso de grasa. Se

mantuvo a ~20°C hasta su uso.



1. MEDIC COMFLETD -"BRS"

Mezclar . volumeres i
descomplementado . -y

ambiente. -

I

‘iﬁdﬁido éampleto se

me&io'cnmpleto "RRS" vy

‘se’dislelven 200 mg

ANEXD No. 3
MEDIO RIFASICO DE EOECK Y DREOHLAV

Freparacion.

Se coloca el numero de huevos  requeridos en un matraz de
1,000 ml (que cantiene pedaceria. de vidrio), se agita
vigorosamente hasta obtener una mezéla homogénea, posteriormente
se agrega un ml de sangre ‘pnr’caaa huevo empleado y se agita

nuevamente. A continuacien e coloca un.filtro (manta de cielo o

gasa) y se pasa la mezcla.” proximadamente S0 ml de la

mezcla en matraces de 2”01m1iy 5 es fabrica un tapén con gasa.



Freviamente se
temperatura desaada; “-los matraces
durante 25 g 3¢ noque ocurra la

coagulacion) ,y Finalmente se

esteriliza a 15
mantienen a 49blhgst
SOLUCION DE RINGE
NaCl ..o .. 9,00 g
KCL wvveniusns L0020 g

L0020 g

CaCla vawvun

ADE sunireenniienvnan ; ";"1;000,00 ce

ANEXO No. 4

SOLUCIONES FARA REVELAR ACTIVIDAD'ENZIMATICQ e

Enzims malica
1. 10 ml Trizma-HC1 1 M. pH 7;4
2. 20 mg NADE+ '
I, 0.3 ]l écido malico 0.1 M
4. 10 ml MgCla Q.1 M
S. 20 mg MTT

6. 4 mg PMS

Afarar a 100 ml con agua;desionizads.



Hexocinasa

24 ‘mg NADE*

10 @l Trizma-HCLl 1M pH- 7.4

190 ‘mg glﬁtoséf

%6 U Glucnsa—b Pvdésh drogenasa‘
7.6 ml MQ01= o. 1:;,
24 mg MTT 5
4 mg PMS

72 mg ATF - i

Aforar a 100 .ml cun:agqa desionizada

Fosfoglucomutasa

1.

10 ml Trizma—HCL 1 M pH 7.4

10 mg NADF™
200 mg glucusa—i—foSfétor

40 U glucosa-&-F- desh:drngenasa

10 ml MgCle 0.1 Ry
20 mg MTT

4 mg FMS

Aforar a 100 ml con agua deéiqnizada



Glucosa

4 mg FMS .

Aforar a 108 ml- con esionizada

ANEXO No. S
SOLUCIOMES FARA EXTRACCIDN-DE.DNA
Solucidn amortiguadora

Trizma base 1 M pH.B8.0:

HCL 208 M vuavmencnnvuaans
MgCle 1 M ..............;;
Espermidina 60 mM wuv.... .
N-etilmaleimida 50 pgM '-;;'2
DIFF 169.77 MM o vuunnnsnnsussnin L7 ol

p-hidroximercuribenzoato 100‘mM_ A 100 pl

. '0.0626 mg/ml



Las so

se preparan

La 750}9:‘ epara 1nmed1atamente

antesde uti

Solucion NE- NE=~-40

Nan1det P 4

e e S e e e e e s 10000 g

Agua bldestllada est‘n v ‘:;QD.ﬁ:hi

Solucion de sacarosa

SACAPESA 1 M eereurarunrsnarsnssnsinsariosnsonssnenan 68,46 g

KEL 208 M ooeeieanncnennnsamensnsns 1()0 00 u1

MgDle 1 M ce.nervivsnsnnn ;..,g.;.;f 100 nn‘gly
Trizma base 1M pH B «ueuveaunsini IOO.UU ui

Agua bidestilada estéril aforar a Jlgg,é;,:;]ggg ,_;_190{00"ml;,  -

lLa solucion se prepara al momento de utilizarse.



Solucién.de lisis -

Reactivo de Sevag: .-

Cioroformo ..... P R TR S

Alcohol isoamilica o o i T i e T
Una vezr preparada se almacéha:af4fc‘hasfa'éu usd-‘;
Etangl 707

70.m1

Etanol absoluto o..... .0 e
Agua bidestilada esteéeril ...... ’36 ml

Una vez preparado ee almacena a 4°C

Etanol abscluto

Mantener a -20°C hasta su uso.



"ANEXO. No. 6

AMORT IGUADOR DE FREMIERIDACION

88C 20 X tuvviweviann
Formamida al 1007
Solucian Denhardv
Buffer de fgsf{f
DNAsss 10 mékmi

VDluman t§fé1

ANEXO No. 7

AMORTIGUADDR DE HIERIDACION

F)
w
Fas

S8C 20 X cuiuvusun

0:4 ml
2.0 ml

Volumen total ve.esiwiseis varsnies 1000 mls



ANEXO No. B8
SOLUCION DENHARDT

FAEOLL uusnnaennnscnensnsrinnss

Polivinilpirrolidona (PUF) .....ivi

Albtmina Sérica Bovina (BSAY .0,

0, ml

§8C 3X aforo a ..... Chr e e

Se almacena an alicuotas a -20°C;
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