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RESUMEN. 

Se adaptaron seis aislados de 5_.histolytica obtenidos de 

pacientes .. cc:in '.•amÍ.biasi~ 
,'.; ··:.:/;'::· ;:.: .. _: .. ·;::):~. '~~·.:. 

:invasora portadores y 

Robinson modificadc:i <sin' b.i.."sec de agar). 

separación ami:~·~s/microbiota procedimientos de 

al cL1ltivo de 

Se diseñaron 

asociada por 

adherencia al vidrio, centrifúgación d(ferencial y por gradientes 

de percoll. Se caracterizaron los trofozoitos de 5_.histolytica 

por patrones isoenzimáticos <Zimodemos), citólisis dependiente 

de contacto y patrones de restricción del DNA. 

Los aislados HM:2, HM:43 y HM:44 provenientes de portadores 

asintomáticos, mostraron ZNP; el aislado HM:4 obtenido de un 

paciente sintomático mostró ZP; el aislado HM:46 obtenido de un 

portador, mostró un ZP y el aislado HM:50 obtenido de un paciente 

sintomático mostró un ZP. Los aislados HM:2, HM:43, HM:44 y HM:50 

no presentaron efecto litico sobre monocapas de células MDCK. Por 

otra parte, los aislados HM:4 y HM:46 si manifestaron actividad 

citolitica. Se emplearon como controles de actividad citolitica 

positiva las cepas HM:l-IMSS, HM:38-IMSS y HK:9-NIH y como 

controles negativos la cepa Laredo, el medio de cultivo celular y 

la microbiota asociada al cultivo polixénico. El patrón de 

restricción del DNA amibiano resultante del corte con la enzima 

EcoRl mostró la presencia de polimorfismo del DNA en los sitios 

de acción de la endonucleasa. Se observó en la autorradiograf ia 

que los aislados HM:2, HM:4, HM:44, HM:46 y HM:50 tuvieron un 

doblete com~n de 0.7 y 0.9 Kbp presentes en las cepas axénicas 

HM:l-IMSS, HM:38-IMSS y HK:9-NIH. Este doblete no se observó en 



la cepa Laredo. 

El patrón isoenzimático ideritiffi::~do como ZNP y la aL1sencia 
' 

de efecto citolitico en los aislado!d: 811: 2, ·.· . HM: 43 y HM:44 
'.__'.' , 

correlacionaron con el estado cl1ni.t:6 d~Zc'86\;;tiél~r de donde fL1eron 

obtenidas. El zimodemo patógeno y IO!i ' 0e}~~to citolitico observado 

con los aislados HM:4 y HM:50 obteMidos 'cÍe' pacientes sintomáticos 

también mostraron correlación. Sin. embargo, en el aislado HM:46 

que provino de Ltn portador asintomático con serologia y 

rectosigmoidoscopla negativas, ZNP (realizada en 1987>, tuvo ZP y 

mostró efecto citolltico. 

El polimorfismo en los patrones de restricción del DNA, no 

identificó un patrón caracterlstico en aislados de ~.histolytica 

que permitiera diferenciar cepas patógenas de no patógenas, sin 

embargo, puede ser de significancia taxonómica e indicar que los 

seis aislados pertenecían a la especie ~.histolytica ya que 

muestraron el doblete común de 0.7 y 0.9 Kbp característico de 

t.::ista especie <ausente en las especies no-histolytica, 

Batthacharya y col, 1988) para cepas mantenidas en cultivos 

a>:énicos. 



I. INTRODUCCION 



1.1 ANTECEDENTES 

Amibiasis es la infección 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. Puede diseminarse 

por vía sanguínea y causar lesiones extraintestinales, 

particularmente en el hlgado ocasionando absceso hepitico que 

puede romperse invadiendo peritoneo, pleura o pericardio 

(Martlnez-Palomo, 19861. 

La distribución de la infección luminal con este parisito, 

determinada por la presencia de quistes en heces abarca todas las 

latitudes, no obstante la prevalencia es mayor en zonas 

tropicales y subtropicales (Sargeaunt y col., 19821. 

La amibiasis invasora es un problema de salud grave en 

ciertas ireas de Africa, Asia y América Latina donde la mayor 

incidencia se observa en personas de nivel socioeconómico bajo, 

debido a las malas condiciones higiénicas en que viven, falta de 

saneamiento y 

presencia de 

educación deficiente en combinación con la 

cepas de ~.histolytica altamente patógenas 

CSep6lveda, 19861. 

Cilculos estimativos sugieren que existen unos 500 millones 

de individuos infectados con ~.histolytica en el mundo. En el 

90%, el parásito permanece sin causar daRo en el intestino del 

huésped, estos casos son descritos como portadores asintomáticos 

y sólo en un 10%, bajo condiciones a6n no elucidadas, las amibas 

invaden los tejidos del huésped <Walsh, 19861. 



se 

iniCia 

qLte la 

de 

disenteria, 

conclLtsión 

observadas inocLtlado 

experimentalmente enfermedad 

de su 

paciente, pero smejantel, 

ya qLte mientras 

el animal sólo 

(GLtarner, 1989). 

En 1896, resultados de 150 

casos de disenteria con de los pacientes, 

de amibas semejantes a las descritas por Lesch, reproduciendo 

además la infección amibiana en gatos. En 1877 Roberto Koch halló 

también estas amibas en capilares hepáticos cercanos a abscesos y 

en cortes histológicos de úlceras colónicas, con lo cual puso en 

claro, la relación etiológica entre disentería y absceso 

hepático. En el mismo año, Hlava en Checoslovaquia encontró 

amibas en casos de disenteria e inoculó con heces de pacientes, 

abundantes en amibas, a varias especies animales y tuvo éxito en 

4 gatos, con lo cual se confirmó el poder patógeno de estos 

parásitos. En 1891 Councilman y Lafleur médicos del Hospital 

Johns Hopkins en Baltimore reportaron casos de disenteria con 
-·-· 

amibas en las heces y elab.or~ron Ltna excelente monografía de 150 



páginas sobre amibiasis inti;;~tihal;y x~p~~iC:¡;i ~'gLt~·ª~\[Í c6nstitL\ye 

Ltno de los mejores ~s:~;d{~~ ;•rJ~ii~~~·gs'1 .' e~~ el · .c:ampo de la 

enfermedad. En 1893 QLtinck.e Y.·· R~~s:;~~~~fiJ~;~ l~.}'. enistencia de mas . "', - " ~ -' ,, . . 

de Ltna especie de amiba p~f~á~t~.i: intestino hLtmano 

describiendo además el ciclo ev61~i¡~~ Jf~a:transformación de los 

trofozoitos en qLtistes, demost~and6 ~L\e éstos son la forma 

infectante. En 1894 KrLtse y PascLtale .prodL1jeron disenteria en 

gatos inocLtlándolos con pL\S de absceso hepático, 

bacteriológicamente estéril, demostrando la capacidad de las 

amibas para prodLtcir lesiones sin la presencia de otros gérmenes. 

En 1903 Huber precisa las caracteristicas que permiten 

diferenciar qLtistes de ~.histolytica ISchaLtdinn, 19031 de quistes 

de ~.coli. En 1904 MLtsgrave y Clerg afirman que todas las 

especies de amibas que habitan en el intestino hLtmano son o 

pueden ser patógenas. Estos investigadores cultivaron algunas 

especies de amibas y observaron casos de personas mLtertas a 

consecLtencia de otras enfermedades pero presentaban lesiones 

amibianas tlpicas en colon, introduciendo el término amibiasis 

para designar a las infecciones amibianas independientemente de 

que fLteran acompaAadas o no con sintomas y lesiones. En 1913 

Walker y Sillards comprueban concluyentemente la no patogenicidad 

de ~.coli y la patogenicidad de ~.histolytica. Los detalles del 

ciclo de vida de los parásitos no se hablan elucidado y otras 

especies y géneros de amibas se encontraron viviendo como 

comensales en el apat•ato gastrointestinal y ~.histolytica 

frecuentemente se halló en pacientes que carecian de síntomas y 

lesiones tisulares. 



Se intentó 

diferentes métodos, 

Emi le BrL1mpt (1925) 

no patógenas por 

prir12fp.~i~~8'~~ 'ptir~ aspectos morfológicos. 

denof!liri,;\,''., A~7 'r;..'c1 i so ar como una cepa 
·:....-_.,.,,- -·-. ~,.;-¡;_.· .. )~ 

caracterizada por sL\ _inocui_dad, comparándola con la 

morfológicamente indisting2:Íbi:~f-~~~p~i-~ . patógena ¡;_. dysenteriae. 

Hoare en 1958 nombra ·a ja:;Ff6~iri~}él.i_ m_inuta de 5,. histolytica como 
· ,, , , .'"c:o·-··"·•hr--.<-"•. 

una amiba no invasora. En 1:~6i;; -~'r~ig y 
-~~::~~ -,- ~. ;,;:- -

Faust enuncian que la 

presencia y severidad de' las·1~{ionceis probablemente dependia de 

la virulencia de las cepas (M-a~tir1(;?z.::BCl.ez, i976l~ 

Sin embargo a mas de 100 aRos ~e la primera descripción 

clínica de amibiasis hecha por Fedor ·A; Lesh, el carácter 

patógeno de !;_.histolytica no se encL1entr·a bien definido. Hasta el 

momento se desconoce la causa de la frecuencia relativamente baja 

de enfermedad. Dos hipótesis intentan explicar el comportamiento 

invasor o comensal de la interacción entre parásito y huésped. La 

primera enuncia la e:dstencia de sola especie de 

!;_.histolytica con capacidad para producir daRo IPatogenicidadl en 

grado variable !Virulencia) y cuya expresión dependeria de las 

condiciones microambientales. La segunda propone que existen 2 

especies diferentes de parásitos indistinguibles 

morfológicamente, una patógena con virulencia variable y otra no 

patógena responsable de la amibiasis asintomática CMartinez-

F'alomo, 19861. 



~.histolytica es un parásito protozoario perteneciente al 

filum Sarcomastigofora, clase Lobosea, orden Amebida, familia 

Endamoebidae, género Entamoeba <Levine, 1980) • Presenta dos 

estadios: el trofozolto y el quiste. El trofozlto o forma 

vegetativa, es una célula pleomórf ica, caracterizada por las 

propiedades dinámicas de su ~embrana plasmática que le permiten 

llevar a cabo procesos de fagocitosis, pinocitosis, 

redistribución de ligandos externos 

desplazarse emite prolongaciones~ 

lobopodios. 

de adherencia. Al 

citoplasma denominados 

El trofozolto mide d~ 7 a 40 µm de diámetro aproximadamente, 

dependiendo de la especie. Posee actina y estructuras parecidas 

a microfilamentos, no se han encontrado microtQbulos en el 

citoplasma pero si en el núcleo (Solis y col., 1990). Carece de 

mitocondrias, lisosomas, Aparato de Golgi, reticulo endoplásmico 

rugoso, centrlolos y su citoesqueleto no se observa tipicamente 

organizado. Para su crecimiento requiere de un pH de 6.0-6.5 y 

medios de cultivo complejos, la fuente de energla la obtiene por 

la degradación de glucosa, no posee citocromos ni la ruta 

metabólica clásica de Embden-Meyerhof. 

El contenido total de ácidos nucléicos en los trofozoitos ha 

sido estimado en 0.5 pg por núcleo para 

IMSS y el tamaño del genoma de 4.0 ,. 10'" 

~.histolytica cepa HM:1-

(Gelderman y col., 1971; 

López-Revilla y col., 1978). El 25'l. del genoma total de 

~.histolytica al parecer se organiza en nucleosomas con proteinas 



básicas qLte l~-=; hi~t~~ª~: tipi,fas: él~ '.;fc~~ici~tés 
SLtperiores <Torres-GLterrero, ·1990)·',·' ·· ··· >> .':_L' /;•·:·•· ~:,~' ·:e·: 

de 'º:º:.:::'::'ºes:.':.:::::: '~:f ::~ ~~~J(~~,!~~;f ¡~9~:;: ::: 
difieren de 

Battacharya y Diamond pLtb l ican el ~~iJ6n'.W/g~~v;i~~f¡:ici:i6n del 
.... ' .. ~ .. ~~::; ~>~"" '::\r,~::;, ¡,.:· ' 

genoma de ¡;_. h istolyt ica emplean do las enzim'.i's<fEcóFúé y Hind I I I. 

HL\ber y col. <1989) demL\estran la 

DNA ribosomal circL\lar qL\e contiene 2 r~giohe~ invertidas de 5.2 

kbp de longitLtd 1 las cL\ales codifican pat~a los RNAs ribosomales. 

Las secLtencias repetidas qLte flanqLtean estas regiones invertidas 

pLteden ser Lttilizadas en el diasgnóstico y diferenciación de 

cepas de amibas (Estévez y col., 1990; SamL\elson y col., 1989). 

El Onico gen descrito de 5_.histolytica es el gen de actina (Edman 

y col., 1987; HL\ber y col., 1987). 

El qLtiste, la forma infectante, de menor tamaño qL\e el 

trofozoíto (8-20 µm>, está formado por Ltna pared celL\lar 

constitLtido por qLtitina, membrana plasmática, citoplasma y 4 

nOcleos caracteristicos con endosoma central IMartinez-Palomo, 

198(1). 

La transmisión de la amibiasis entre los hLtéspedes hLtmanos 

IFigLtra 1 >, ocL\rre cL\ando los qLtistes son excretados al medio 

ambiente y son ingeridos por otros individL\os al consL\mir 

alimentos contaminados con éstos. Los qLtistes al llegar al nivel 

del estómago, pierden SL\ cL\bierta de qLtitina y sL\fren varias 

divisiones nucleares, dando lL\gar a metáqLtistes qL\e escapan de 

cada qLtiste. Esta peqLteña amiba alcanz~ la lL\z intestinal, en 

donde aL\menta de tamaño y sé reprcidu~~ asexL\almente por división 
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binaria originando 8 trofozoitos mononucleados. Estos pueden 

permanecer en la lLlZ del intestino del hÚésped sin producir dal'ío 

aparente y después de varias divisiones su motilidad disminuye, 

se reduce su material citoplasmático (estado prequlsticol tienden 

a redondearse y se enquistan dando l Ltgar a los qL1istes 

tetranucleados (estado de portador asintomático). 

Por otro lado, los trofozoitos, bajo circunstancias no bien 

comprendidas, pueden invadir la mucosa colónica produciendo 

disenteria o diseminarse a través de la circulación originando 

lesiones e>:traintestinales lamibiasis invasora! lf(L1do, 19691. 



Los mecanismos 

~.histolytica 

intestinales y 

se piensa que 

Se 

divididos en: 

3. fagocitosis 

contigllidad y 

1987) (Figura 2l. 

de 

l. Adhesión: Los trofozoltos de ~.histolytica tien~n la propiedad 

de adherirse rápidamente a monocapas de células en cultivo y a 

sustratos inertes como plástico o vidrio. La adhesión de las 

amibas a las superficies inertes está dada por mecanismos 

inespeclficos, mientras que la adhesión a células epiteliales 

está mediada por mecanismos especlficos, los cuales requieren de 

reconocimiento de moléculas en la superficie del parásito 

Cadhesinasl y moléculas en la superficie de las células blanco 

(receptores) CMartlnez-Palomo, 1986). 

Se postula la participación activa de proteinas que unen 

carbohidratos con propiedades parecidas a las lactinas vegetales 

en numerosos fenómenos de adhesión IDazzo y Brill, 19771. En 

~.histolytica se han decrito dos actividades de lectina. Una de 

ellas tiene la capacidad de aglutinar eritrocitos de diferentes 

especies, incluyendo los de humano y su actividad es inhibible 



FI~.~ t.ECANISN'OS PROPUESTOS PARA EXPLICAR LA PATOGENICIDAO 
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--
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por oligómeros de N~acetilgl~coiamfrla ü:obiler • -·~. Mirelman, 

1980). 
.' .. <, .... ; 

La segunda :•de• ·e11cis 
~· ,., . 't. 

fué·. detectada .en ¡;;:tt~aáós-c rúdós 

amibianos y en frofo~éJho~ vivo; (~~v~frn;: l~~~Í~ y.~és'.}n~~l:iicia por 

N-acetilgalac.tosamina. ./ / -. ·• :, .·-. :_'' )•': ,.·.- '.(, :. 

Entre las molécLtlas ~~1ese_ ~~n~istoiri~~ú(2;Qda~2enl~'. 
adhesión de los trofozoltos 

. ·, 
se encL1entran: Las · 1 ect.,iiia~ e1m.ib i.arias 

cé1l.li.ia'~1~nco 
inhibibl~~; ~gr/~~ 

. ' . . 
acetilgalactosamina CKobiler y Mirel¡nan; _1980). La lectina···cie i7o 

kDa inhibible por N-aéetil;.:;D~gal,a~j;psamiria <Ravdin y C:ol; 1985>_ 

que media la a célL1las CHO. La 

lectina de 220 kDa cuya actividad es inhibida por 

concentraciones micromolaf'esf_º'- de - áC:ico hialLirónico, qL1itina y 

quitatriosa <Rosales-Encina y col., 1987 y caracterizada por Meza 

y col., 1987). La lectina de 112 kDa, una glicoprotelna que se 

localiza en la superficie de los trofozoítos <Arroyo y Orozco, 

1986). 

2. Citólisis dependiente de contacto: Estudios microcinema-

tográficos han mostrado que el efecto citoletal de ~.histolytic~ 

es dependiente de contacto <Ravdin y col., 1980). No se conocen 

con exactitud los mecanismos por los cuales los trofozoítos 

amibianos lisan las células blanco despL1és de que éstas 

establecen contacto con el parásito. Pero se sabe que este 

efecto es dependiente de temperatura y es óptimo a 37ºC (Ravdin y 

GL1errat, 1981). Aparentemente, la lisis de las células blanco 

requiere de la función de los microfilamentos amibianos CRavdin y 

col., 198C>l, ya que las citocalasinas By D (fármacos que tienen 



la 

evento se confit~mó 

as 

la 

se 

de 

calcio en este 

agentes quelantes de 

calcio, EDTA y EGTA, inhibi~ron el efecto citolitico del parásito 

sobre células blanco adheridas a él CRavdin y col., 1985). La 

fosfolipasa A, una fosfolipasa dependiente de calcio, cuya 

actividad está asociada a la membrana plasmática de los 

trofozoitos, también podria ser importante en la actividad 

citolitica de ~.histolytica llópez-Revilla y Said-Fernández, 

19841. Long-Krug y col. 119851 encontraron que la citólisis de 

células CHO por los trofozoitos amibianos fué inhibida por 

antagonistas farmacológicos de la fosfolipasa A, tales como el 

inhibidor de Rosenthal, la qL1inacrina, la fosfatidilcolina y la 

hiclrocortisona. 

Otros factores que podrían participar en el mecanismo de 

agresión dependiente de contacto de ~.histolytica sobre células 

blanco son: los lisosomas de superficie, 

proteina formadora de poro. 

la colagenasa y la 



Lisosomas de. ·superficie. En los trofozoitos de cepas 

patógenas de ~~histhlytica se ·estrllc:turas han · identificad6 

por. ia' p/~s~rici a • de . fos'f~tasa 
enzimas. Se postL1ló qL1e'. esta:s ·~~t~uciL1~as 
vacuo lares ácida y de otras 

loé:alizadas en las 
·.,·-: -·--

membranas de Ías . amÍ.b~s se;· tli¡\~f.án;~parentes depLtéS de que el 

parásito establece'.co~'ti~~;t6'(2ci~ i~s c:Z~iL1la~ blanco y qL1e despL1és 

de activarse p.or ·~;-~·~;j~J~~C:~~·¡~~6· de membrana liberarían SLI 

contenido. Asi los' l·i\so;;om,iik · de superficie podrían ser 

considerados como un mec .. anism6 de agresión de ¡;_. histolytica 

<Eaton y col., 1969 y 1979; Proctor y Gregory, 1971>. Sin 

embargo, por estudios de microscopia electrónica no ha sido 

posible revelar estructuras lisosomales asociadas a la membrana 

(Deas u Miller, 1977; González-Robles y Martinez-Palomo, 1983). 

Colaqenasa. Los trofozoitos de cepas patógenas de 

~.histolytica presentan actividad colagenolitica (Muñoz y col, 

1982). La colagenasa amibiana es una metalo-proteinasa cuya 

actividad está asociada a la membrana de los trofozoitos y tiene 

mayor afinidad por colágena tipo que por el tipo III. La 

actividad de esta enzima está ausente en los sobrenadantes de 

cultivo y sólo se detecta después del contacto de los parásitos 

con el sustrato de colágeno, lo cual sugiere que se reqLtiere de 

contacto directo entre la amiba y el sustrato para que ocurra la 

digestión de la colágena, una proteina que se encuentra en 

grandes cantidades en la matriz extracelular de tejido conectivo. 

Por otra parte, midiendo la actividad colagenolitica en cepas de 

~.histolytica con diferente virulencia, se encontró que las cepas 

patógenas presentan mayor actividad de colagenasa que las cepas 



no pat_ógena,s. •'EstC:ls resultados -~L1gi~t~er:;;{qL1f; ~a ~c~Xvidad •• de_ la 

COlagenasa ~Uede jLl~;~r tm ~ap~l:/m~~t·~in~~· ~rl l~' :~n~~s{6n ;de ios 

tejidas dei{ hL:é~~~dy por:•tci.ri'tb''ef·i"-1~1~e·~·~r <~ 'Zk'&0tr1.i'i'en{ia 
·.,,. - :'.-:;· ····':' ~'"7<:[2i.:j" };~f:~¡:.: ,~_;'.~::< :Úi( :;. :-~·.· .. 

amibiana <ML1ñoz y col., 1984>_::_.·.·.·· ~f;¡.~;¿_S~~i ;~Ji'ii;·:·.?>(: 
Pr~te i~~ ' ~~~m~~~~~. '"¡j~~-~;? ~-~'[~;~6s> de 

• ' :·. < :·.- '". '. + ;_~!_::,.¿,.·. "·:; ~: '': '-~~' ·.::;./:: 

invest iga!:'i.6n f(nañ· ;reportad.o; . ¡:;i; -~~'gFb't!Etr:las'•de la 

membrana .. pla~~~¡{C:> d~ J.r;~:f ,~,~~~~~·j·lf~'~~i;•• '~:i'.?.~~i>""' ~:~~aC:es de 

formar. ·p~i:c:is·•.'-•:~~·c i'f' ·membr~Aal:~'\~~~1}?-·a~~s;fu'~~-;:~J~t;~·Jl~-1infocitos 
<Lench- y coi.,. ,19~2;~ --~~~,~~~ y;; c8i,:;'{\~~~[¡;1i~t~~¡·S~M 'ii inducen. una 

rápida despolarización de la membrana cl~-:f;a;s C:'éYí..\J.as mencionadas 

e indL1cen Lm rápido flL1jo de iones a·. ti-:-a~~¡;-:;de. la membrana de 

vesiculas de fosfatidilcolesterol. 

Las PFM son secretadas al medio sólo después de exponer las 

amibas al ionóforo de calcio A-23187, a Concanavalina A y a un 

lipopolisacárido de Ec;cherichia ¡;:ali. El papel de las PFM en la 

patogénesis de la amibiasis no está definido, pero se cree que 

pueden participar en el efecto citoletal del parásito mediante 

la inducción de los cambios de flujo iónico transmembranal 

detectados cuando las amibas entran en contacto con células 

blanco <Ravdin y col., 1985). 

Productos de secreción de ¡;;.histolytica, Los trofozoitos de 

¡;;.histolytica liberan al medio sustancias con actividad 

hidrolitica o proteolitica <Trissl y col., 1983; Keene y col., 

1986). Se ha postulado que estas moléculas podrian tener gran 

importancia en la invasividad y en la patogenicidad del parásito 

al facilitarle la obtención de nutrientes 

te,i idos dé sú hL1éspE!d~~cr"i~iéh ~medfando ~la 
a partir de los 

C!estrLlcción tisular 



observada en la ~m~biasis invasora CTakeuchi y Phillips, 1975; 

Lundblad y col., 1981; Gadasi :~ ~esle~, 1983; f(eene y col. , 

1986). Aún cL1ando no se cLtenta-' ·con ·información que soporte un 

mecanismo de secreción o algC:Ú1 · 'dato acerca de la cinética de 

liberación, si es claro qLte los ·trofozoitos de ~.histolytica son 

capaces de secretar fosfatasa ácida, B-N-acetil-glucosaminidasa, 

~-glucosidasa, amilasas y en menor extensión esterasas CLundblad 

y col., 1981; Trissl y col., 1983; Werries y col., 1983; MLtller y 

col., 1988>, asi como también enzimas proteoliticas CGadasi y 

Kessler, 1983, Lushbaugh y col., 1984; Keene y col., 1986), de 

las cuales sólo la proteasa neutra principal descrita por Keene y 

col. (1986) ha sido purificada y caractet•izada. 

3. Fagocitosis y Degradación intracelular: Después de que la 

citólisis dependiente de contacto ocurre, las amibas patógenas 

ingieren las células lisadas, aunque también pueden englobar 

células vivas (Martlnez-Palomo, 1986). Trissl y col. (1986) 

encontraron que los trofozol tos de cepas patógenas ing ie1·en mas 

eritrocitos y con mayor rapidez que los trofozoitos de cepas no 

patógenas o con virulencia atenuada. Los trofozoitos de 

~.histolytica presentan 2 tipos de fagocitosis: una no especifica 

por la cual los trofozoltos ingieren partículas como almidón, 

láte:-:, fierro, etc. y cuyo contacto inicial puede estar mediado 

por fuerzas electrostáticas CMartinez-Palomo, 1986). El otro es 

un mecanismo altamente especifico mediado por receptores de 

superficie llamados adhesinas, los cuales participan en el 

reconocimiento y unión de los trofozoitos a la célula blanco 



1986). La espec:ific:idad de este<;segundo méc:anismo- se ha 

demostrado porqu~- ios\r~fci~bí~bs airiibÚ".nci~ ~t1~~t~a'ri cii.t~¡;;ente;. 
·. ~:_~\~;;, ,· ·.---~:; "~( :,-~-·'.,,~ :\'<:~'- ··:,,-.-,- :'~'.'./'· .·":;·;:-; ;~:. 

<Arroyo, 

afinidades para i.nger;ir\ef:itrod:tº~Lci~<t<;,<1rt.ª5ii especies de 

mam i fe ros y di fer~~~~-~ it;'.c:e~~s\;_~.~~df~f;i'lci·J~i;; >_:'.(Rá:/ci ín y Guerran t, 

1981; Bracha y c:ol. ¡ · 19S2l'O f!,, ,;,p jf''.•_:(« :~K,; >,• 

Una vez efectuada r';fa_l~jf;f~9R~i.f~sis, los trofozoitos 

internalizan la célLtla o pa'~ti'cLtl':i\ bianc:o-mediante la fLtsión de 
.- .·-- .·-.,; .... ' -

la membrana plasmátic:a con una ~es~~Jla lisosomal, dando lugar a 

la formac:ión de una vesicula que contiene la c:élula o partíc:ula 

blanc:o llamada fagosoma <Chapman-Andresen, 1977). Dentro del 

fagosoma, el material fagocitado entra en contacto con las 

enzimas digestivas amibianas. Entre las actividades proteoliticas 

que han sido descritas en ~.histolytic:a podemos mencionar la 

actividad de hialuronidasa que se ha detec:tado en varias c:epas 

amibianas <Mattern y col., 1978>. Otras ac:tividades enzimátic:as 

inc:luyen: tripsina, pepsina, gelatinasa y enzimas que atac:an 

caseína, fibrina y hemoglobina <Neal y c:ol., 1960; Mac:graith, 

1969) todas las c:uales son inhibidas por suero. Además, se han 

purific:ado parc:ial o totalmente enzimas proteolitic:as a partir de 

extrac:tos amibianos, los c:uales han presentado ac:tividad sobre 

azoc:ol, azoc:aseina, hemoglobina y c:olágeno a valores de pH neutro 

o ác:ido <Mc:Laughlin y Faubert, 1977; Lushbaugh y c:ol., 1985; 

Luac:es y Barret, 1988). Algunas de estas enzimas podrían 

partic:ipar en la digestión del material fagoc:itado. 

4. Invasión por c:ontigilidad: La caracteristic:a mas evidente de la 

patología de la amibiasis humana es la naturaleza destruc:tiva de 



las lesionei anatómicas. Aparentem¡;¡nte. 'la erifermedad invasora 

prodL1cida por ¡;_. histolytica es debida:· a· 1·.·:1os mecanismos de 

colonización .de l~ mucosa intestinal 

del colon, 

la secreción de to:-:inas y (descritas 

previamente!, lo cL1al prodüce lisis.d~ 1J.ª~'C:é1~1las del epitelio 

intestinal y de las célul_as '.inflamatorfas del·.· hospedero, 

resultando en ulceración t6lónic~ 

y/o a órganos distantes <Ravdin, 1989)~· 

5. Invasión por via sistémica: Una vez que los trofozoitos de 

!;_.histolytica alcanzan los vasos sanguineos, estos pueden 

establecerse en cualquier órgano de la economia, preferentemente 

y debido a su relación con la vena porta en el lóbulo drecho del 

higado. La necrosis tisular amibiana, g rL1esamen te, es mas 

licuante que coagulativa, lo cual e:-:plica la presencia de ólceras 

regulares en las lesiones intestinales y la cavitación de órganos 

parenquimatosos cuando éstos están involucrados, tales como 

hlgado, pulmón o cererbro. Se acepta en general que las lesiones 

necróticas amibianas no son en realidad abscesos, debido a que no 

se cree que estén formados por la acumulación de leucocitos 

polimorfonucle~res desintegrados y muertos con restos de tejidos 

y otros componentes de e:-:udado inflamatorio sino mas bien por los 

componentes del parénquima necrosado de higado, pulmón o cerebro, 

los cuales son directamente destruidos por las amibas sin la 

participación de leucocitos polimorfonucleares <Pérez-Tamayo, 

19901. 



Las primeras 

reacciones de 

microscopia 

diferencias 

de s.histolytica 

con amibiasis 

investigación en 

Unidos, Alemania, 

de lLlz, 

y 

cepas 

grLlpos de 

diversos procedimientos in 

desarrollado 

vivo encontrando 

caracteristicas bioqL1imicas y f i~iológicas qLle identifican y 

correlacionan cepas patógenas y no patógenas de s-histolytica. 

ZIMODEMOS: En particLllar el método mas ampliamente Lltilizado es 

el examen de los patrones electroforéticos de 4 sistemas de 

isoenzimas lglLlcosafosfatoisomerasa, fosfoglL1comL1tasa, malato 

deshidrogenasa y hexocinasal. Este fLle empleado por primera vez 

por Reeves y Bischoff (1968~ para distingLlir s.histolytica de 

otras especies amibianas. El análisis de amibas obtenidas de 

portadores sanos y enfermos de distintas partes del mLlndo <India, 

Mé:-: ico y Africal reveló 22 patrones (zimodemos) distintos 

ISargeaL1nt y col., 1978 y 1980; Jackson y col., 1982). Diez de 

los 22 zimodemos se encLlentran en sL1jetos con amibiasis invasora 

mientras qLle los otros 12 provienen de portadores. Los zimodemos 

asociados con mayor frecLtencia con enfermedad invasora son el II 

y el XI; además, son los únicos encontrados asociados con 



amibiasis hepática (SargeaLmt:·Y coL, 1982); El patrón X se ha 

encontrado relacionado con la ~nfe'r~~dad ainib1ana , en ün reducido 
_,'• 

· . .,.· 

número de enfermos me>:ii:ancis .. <J{méffe~ 0.y .;í::c:Jl·, 1982). Todos los 

z imodemos correspondientes a amib.is.~a~¿·g~~as :comparten 

beta de la fosfoglucomutasa y las ha~d~s ~erno;{miento 
la banda 

rápido de 

la heHocinasa (SargeaLtnt y col., ·1982). Sin embargo, 

observaciones recientes <Mirelman y col., 1986¡ Andrews y col., 

1990) demLtestran la inestabilidad de los zimodemos al comunicar 

el cambio de zimodemo no patógeno a patógeno, de Lln aislado 

proveniente de portador asitomático, durante el proceso de 

a>:en i zac i 6n. 

EFECTO CITOLITICO: La actividad lítica de trofozoítos amibianos 

también ha sido analizado en diversos tipos de cultivos celulares 

<Ravdin y col., 1981; Bracha y col., 1984). La monocapa de 

célLtlas MDCK, una linea celLllar establecida de origen epitelial, 

consiste de una cLtbierta de células adherentes qLte forman Ltna 

capa continLla semejando Llna barrera epitelial in vivo <Cereijido 

y col., 1981) aportan Lln modelo adecuado para el estudio de la 

actividad citolitica in vitro de i:;;_.histolytica. El efecto es 

demostrado al incubar los trofozoltos a 37ºC y depende de la 

virulencia de la cepa, cantidad de inócLtlo y tiempo de incubación 

COrozco y col., 1975; Martínez-Palomo y col., 19851. 

Otros de los sistemas empleados para diferenciar cepas de 

amibas incluyen: 

¡ 



'" .. ,, 

La actividad coiag~noÍitica cúal encuentra 

fLtertemente asociada a i;a ~=t'bJ~~··ic'i;a~,y ~vi rÚl7cnc'i"a de· las_ cepas 
,,· .. 

de acuerdo a los estudios r~~\iz@o~j¡¡9;~ ~~~?~~ y~\261.':'.Ú~82). 
d~·-·: :r_a~ "J¡;!¡J;f~ :¡;¡:,2.J6g~9as ;di: ,fago~itar 

respecta a. la¿ 'e:~~~~ Aci iª;~~;~gJ~'.a~ffe~·di:JndÍ~iones 
La mayor capacidad 

eritrocitos con 
i·~5ifr~;~. , .. 

;·;.¿-:J;> _,~Y·· ~·;~:: . ;\]/·,.-
. ~,;.;-.= ''-~' --..; __ · ,:~:JJ:,· -~,,,,. \' ' 

- ·:~~~] _ _;_:_t· _,_-_ -~.::· ·--.·, .", ·i>.·,.~ 

d_e / - 1 as :/cepas"• :¡:~.3.kóc;'i~~as 

a:.:énicas <Trissl y col;, 1977). 

La alta susceptibilidad -para 

- ' . . . 
col., 1973) en comparación con- var}as.::. _i:epas ·a>:énicas no 

patógenas, reconocidas por su capacidad de crecer a temperatura 

ambiente. Esta susceptibilidad característica de las cepas 

patógenas está relacionada a la carencia de cargas repulsivas 

detectable en su superficie a pH neutro, de acuerdo a los 

estLtdios de Trissl y col., ( 1977). 

La mayor sensibilidad a lisis en presencia de complemento de 

las cepas no patógenas (Calderón y col., 1986) y el 

reconocimiento presumiblemente de cepas patógenas por anticuerpos 

monoclonales especificas (Strachan y col., 1988). 

Finalmente, están los modelos animales. En las primeras 

investigaciones se emplearon gatos y perros para establecer la 

patogenicidad de ~.histolytica <Stilwel, 1955; Bloomfield, 

1957). Otras especies animales han proporcionado modelos 

sat i sfac·torios de aspectos 1 imitados de la enfermedad, 

incluyendo conejos <Tobie, 1949>; cobayos <Maegraeth y col., 

19531; hámster <Tanimoto y col., 1973; Tsutsumi y col., 1984)¡ 

ratas ISingh y col., 1971; Ross y col., 1973>; ratones <Mattern y 

col., 1977); primates <M~rtlhez~Reyes y col., 1980). El mas 



ampliamente acept~d6es el ~c;;deú:i· de tiá~ste{; i~ct~nte'. Las ami.Gas·· 

Se introdLlCen dir~~ta~ente en. el :ú;¡;~O ·a ~~,; e·l hig~dci, 
·,(: -,: .h -·-:·~-- ··-.:.:' .,:¡.~~; '.-~-.;~ .;\;)':-" ':-._~·.,· 

generalmente por inyección cÚ?s¡:iú~~;:.f§,Ei¿;~;~fi'.~h:!~füll}J§I(§ ~';'.tr~\/és de 

la pared abdominal. Tam.bién .se ~'~'A i.:1~kÚ\¿·~ra~r yLr~· como la 

inoculación intraportal. el ~~Jt:l:.i"~¿, .. dlr~~to ~n el recto, la 

inyección intracerebral (Martfnez-F'~l~m6, 1986) y la inoculación 

subcutánea y testicular en ratas <Pérez-Tamayo, 1990). La 

inoculación de cepas patógenas de amibas en el hígado del hámster 

(Hernández y López y col., 1970) y de otros roedores, resulta en 

la producción de un gran nómero de abscesos, mientras que en las 

mismas circunstancias, las cepas de amibas derivadas de 

portadores sanos no producen tales lesiones, el efecto .es 

especifico de cepa y de la dosis o nómero 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 RESTRICCION bEJ;,··~N~ ~~ P.~o+~zb~R!bs 
• •' • • • ' ·:.;·'. ,.,;.f(v"'. v ; 'C ,·· :__"::•)¿_,- ' ,<:;~­

;•o=·: ·_ ·;::,::,':.~:; --i-;.~f ;( ... ,";;:"' .,,, --·.. ,. ,' . ~' <·: -" ,; ·'"··.,¡ :,~\:: '·:~;:·!< :;·._,,_,,,. 
-. -.. -.~-~}( _.. :'./~, :--.:~c?t:;~tk~.: :_~;~;;~~-· ;'.~f r · _.· ~-;~ 

Recientemente el ariáú'~'i~;··: Cl~l,,E;~p~~:' peí~''. 'ci{~estión 

endonLlc leasas de restricf~,f.fl?fü~~~~~~2~~·~f-~~/!r~d iferenc iac ión 

especies y cepas de di versos .pró~9Z.§ar;f65;:f: t;á técnica se basa 

con 

de 

en 

la separación electroforétiC:-á de~·:f'iia6'nien'tos de DNA generados por 
. ,- .'·'' ... ·· 

el corte con enzimas de restrt2~ión que actúan sobre sitios 

especificas. Los perfiles electroforeticos resultantes son 

marcadores bioquimicos estables, los cuales pueden ser empleados 

eficientemente para diferenciar poblaciones de organismos 

cercanamente relacionados CPanyen y col., 19851. 

Con esta metodologia, Morel y col. 119801 caracterizaron 

cepas y clonas del protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi, 

aislado de diferentes regiones del Continente Americano, 

comunicando en sus hallazgos que existe heterogeneidad entre las 

cepas estudiadas, en base a criterios morfológicos, bioquimicos, 

antigénicos y la propiedad de unirse a lectinas. El análisis del 

DNA del kinetoplasto CkDNAI con la enzima de restricción EcoR1 

permitió identificar y correlacionar las cepas con el lugar 

correspondiente de su obtención. 

Por su parte Borst y col. 119801 aplicando la misma técnica 

también en parásitos del genéro Trypanosoma de la especie brucei, 

agente causal de la Enfermedad del sueAo en Africa, encuentran 

caracteristicas entre las subespecies morfológicamente 

idistinguibles l· brucei brucei, l.brucei gambiense y l.brucei 

rhodesiense, con lo cual es posible diferenciarlos entre si, asl 

como asociarlas con el cuadro clinico que producen. 



caracteri zació~ .. é:ie{ · kDNA. ide p<'.<~á~¡~6s del ,género 

responsabl,i:s :'j~ d~ ~~~f~t'~:;d~~<,&l~.~n~~ .;if%~e:e~al, , 

La 

Lei shman i a, 

::::: :::: p::n 

3 ª:::::ª: c:::· r:::::t¡i:~·~bxt~'t~~::1~~:~~Td~:Ll:0:: 
produce fragmentos caracteristi~~r co~~.; i~~;,.,'.·,::.:.-.fq,··2~ ··~s posible 

- · .. ·:., ·. -;.~~' .. !':~· '/ 

identificar a 

b_.braziliensis y 

b_. donovarii ;, ···. ~~ t~'ob'i~k;i !,.. aeth iop ica, 

b_. me:dcana, pa'ráfuitds morfológicamente 

indistinguibles. Esta metodologia cieíll~#t'r·ó su utilidad en 

estudios epidemiológicos. 

Nash y col. (1985) analizaron y compararon el patrón de 

restricción del DNA de Giardia 2Q.P. aislada de heces de 11 humanos 

y 4 animales (2 castores, 1 gato y cobayo). Los resultados 

obtenidos del análisis con Southern blot, que es un método que 

permite la separación de fragmentos de DNA, su transferencia e 

hibridación con sondas especificas, fue posible distinguir 9 

patrones diferentes entre los 15 aislados estudiados, se observó 

un patrón de bandeo común en 6 aislados (2 de animales y 4 de 

humanos). Tres aislados 11 de castor y 2 de humanos) presentaron 

diferencias marcadas al patrón común, mientras 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 qLle no e:dste una especie 

propia de humanos. 

Los patrones de restricción del DNA total permitieron la 

diferenciación de especies , subespecies y cepas de Naegleria 

lti.fowlerj,_1 M.lavaliensis, ti.gruberi, ti.jardivi, 1:1.australiensis) 

y 2 géneros relacionados CDidasculus thoratori y Wellaertia 



·,· · .. , - ·. 

magna) (Jonckheere y col., ·1987l. Lo~·e5tLtdio~·confit~mar~n la 
.-•.-:· .. o .-:•.e; "'·~·=(~·.:,: _., "'\;~.-)~ ·.·¡=:;'. .. ,,e; 

variación detectada con técniC:as sé.>ró1'6gi'ca'S· :d:cllioC¡'úimii::as entre 

las cepas de 'asi~ •..• ~d~6\} e~~~~~ '·i.o\s) cepas de 
·:·:· 

!'!· grLtberi. 

Posteriormente Bahattacharya y col. (1988) empleando la 

enzima derestricción EcoR1 en la digestión del DNA de Entamoeba 

(5_.histolytica, 5_.histolytica-like, 5_.moshkovski y 

s..terrapinae) encLtentran polimorfismo en los sitias de corte, sin 

embargo, la presencia de bandas discretas en cada mLtestra de DNA 

compartiendo L\n doblete común de 0.7 a 0.9 kbp, permite 

diferenciar a la especie histalytica de otras especies qL\e 

carecen de éste. 



2. JUSTIFICACION 



2. JUSTIFICACION. 

La amibiasis continüa siendo ·Ltn :problema de.·salLtd frecLtente 

en países en desarrollo, a la 

"<i·;,,.. 
está presente en cerca de 480· mill,i;;,;,ei'id·~:;.', ~;;rsonas en el mLtndo, 

de éstos en el 10/. de los ccisos:~1<~at;~sito invade los tejidos 

del huésped. La relevancia de ·e~ta ·enfermedad es qLte anualmente 

mLteren de 40,000 a ~10JOOO~ personas por complicaciones 

intestinales y extraintestinales de la amibiasis CTreviño, N., 

19891. En el 90% de los individuos infectados con ~.histolytica 

(portador asintomático) se desconocen las causas del 

comportamiento aparentemente innocuo del parásito <Sepdlveda, 

19861. Investigadores y grupos de trabajo en amibiasis han 

sLtgerido criterios y diseñado diversos procedimientos con la 

finalidad de clasificar y definir diferencias entre aislados de 

~.histolytica obtenidos de portadores asintomáticos y pacientes 

con amibiasis invasora. No obstante, la mayor parte de estudios 

de caracterización de ~.histolytica se han llevado a cabo con 

cepas mantenidas en cultivos aKén icos por mas de 15 años, 

correlacionando los resultados con cepas de amibas axénicas de 

origen no humano !cepas Laredo y moschkovskii de aguas negras) o 

de animales (cepa invadens que parasita reptiles), esto ante la 

ausencia de cepas cn:énicas provenientes de portadores 

asintomáticos. 

Por lo tanto, consideramos importante caracterizar aislados 

de ~-histolytica obtenidos de portadores asintomáticos y 

. I 



pacientes con amibiasis invasora, mantenidos en cultivos 

polixénicos que conserven la microbiota intestinal original, 

mediante el patrón electroforético de enzimas de la vía 

glucolitica <zimodemosl, determinación de daffo a monocapa de 

células MDCK y el análisis del patrón de restricción del DNA. Los 

dos primeros estudios (zimodemos y daffo a monocapal han sido 

empleados en la caracterización de cepas axénicas y xénicas de 

~.histolytica y la caracterización por patrones de restricción 

del DNA (esquizodemos) han mostrado su utilidad para diferenciar 

especies y cepas de diversos protozoarios. 



3, HIPOTESIS 



3. HIPOTESIS 

Ho: Existe correlación entre los criterios clínicos y los 

criterios e>:perimentales in. vitro de aislados de 

Entamoeba histolvtica de portadores y pacientes 

sintomáticos 

Ha: No existe correlación entre los criterios clinicos y 

los criterios e:-:perimentales in vitro de aislados de 

Entamoeba histolytica 

sintomáticos 

de portadores y pacientes 



4. OBJETIVOS 

I 



OBJETIVO GENERAL 

Caracterizar por criterios e:·:perimentales io. vitre, aislados 

de Entamoeba histolytica mantenidos en cLtl ti vos 

poliHénicos, obtenidos de portadores asintomáticos y 

pacientes sintomáticos y correlacionar los criterios 

clínicos c:on los criterios er:perimentales in. vitre 

OBJETIVOS PARTICULARES 

Estandarizar métodos para cultivo masivo en condiciones 

polir:énicas y procedimientos de separación amiba/mic:robiota 

Verificar la utilidad de los patrones de restricción del DNA 

de Entamoeba histolytica como marcadores de patogenicidad 



D;:.F'ortador 
Asintomático 

ESTRATEGIA EXF'ERIMENTAL 

D:·:. F'ac i ente 
Sintomático 

F'atrón isoenzimático 

Análisis de 
Zimodemos 

Análisis Espectt:;;;-¡ 
fotométrico 

Hibridación con DNA total 
de HMI-IMSS marcado con 32P 

Correlación de criterios clínicos-criterios eNperimentales 
in vitro 

11 

lj 
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 



5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Se seleccionaron de acuerdo al criterio clínico, C~igura 31 

cepas provenientes de portadores asintomátii:os' ,,con serología 

negativa y e:.~amen rectosigmoidoscópicci negativo y cepas 

provenientes de pacientes sintomáticos con •erologla positiva. 

Los trofozoítos en presencia de la flpt~a :t'ntef:5tinal original se 

sembraron en el medio polixénico de Ro&i~son mcidificado. Para ser 

empleadas como control, la miC::r·ob'io:~,a intestinal original 
''·'" - •• \7" 

asociada al cultivo poli:ténico se''~epi\'(-6'.'cy~C:últivó en medio de 
: _ :;--~: , 

Luria (especifico para bacterias), ,,y,fas';:~,cepas de Entamoeba §Q_Q, 

mantenidas en cultivo axénico. 

Cuando las amibas alcanzaron su ~rec1miento logarítmico se 

separaron de la microbiota asociada al cultivo polixénico. Se 

estudió el corrimiento electroforético de las enzimas GPI, PGM, 

ME y HK para definir el patrón isoenzimático de patogenicidad 

Czimodemosl así como la fagocitosis de células epiteliales MDCK 

crecidas en monocapa por los trofozoltos obtenidos de los 

diferentes aislados. En ambos ensayos se utilizaron como 

controles cepas cultivadas axénicamente y la microbiota asociada 

al cultivo polixénico. Se obtuvo y purificó el DNA de los 

aislados de ~.histolytica cultivados polixénicamente. 

El DNA se cortó con la enzima de restricción EcoRl. Los 

fragmentos se separaron por electroforesis en geles de agarosa 

te~idos 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:l-IMSS marcada con 3~P. Finalmente se 



corre! acionai--'on' -,lós criterios clínicos con los criterios 
'. ,. 

experlinentales in .;itr~. 



6. MATERIALES Y METODDS 



6.1 Material biológico 

a. Cepas axénicas de Entamoeba 

HM:1-IMSS.- Aislada en 

amibiana y dlcera r~ctal. 

HM:38-IMSS.- Aislada 

con absceso hepático 

HK:9-NIH.- Aislada en. 

aguda <Koreal ITobie, 

Cepa Laredo.­

adenomatosa de colon i 

b. Cepas polixénicas de E.histolytica. 

HM-2.- Aislada en 1988 de Ltn portador asintomático con serologia 

negativa (San Francisco California, U.S.A.l .<Reed, 19881 

HM-43.- Aislada en 1987 de un portador asintomático con RSC y 

serologia negativas <México, D.F.l <De la Torre, 19871 

HM-44. - Aislada en 1988 de un portador asi.n€omátTC::-o con RSC y 

serología negativas <t1é>dco, D.F. 1 (De la Torre, 19871 

HM-4.- Aislada en 1988 de un paciente sintomático con serologia 

negativa (San Francisco California, U.S.A. 1 CReed, 19881 

HM-46.- Aislada en 1986 de un portador asintomático con RSC y 

serologia negativa <México, D.F. 1 <De la Torre, 19861 

HM-50.- Aislada en 1989 de un paciente con disenteria amibiana 

aguda y serología positiva !México, D.F.l 



a. 
,,_.· 

Lo-s_ tr•cifozoitos>'dei'.~ i;_:hist"olytfca, cépaE( HM-1: IMSS, HM-38: 

IMSS, H~~_:9:NIH se cÚlj;~Jir~;;~_::_~7:6 y-la cépa;Laredo, se cLtltivó 

a temperatLtra ambiente en ;"11 ;;e~io ".inién':i"co TYI:.___9:.___33 <Diamond y 

col, 1978) sLtplementadá con f5;'(.'"cie{;;.S~~2i-bb]i~';; (sigma No. 

y 3'l. de mezcla de vitamina§ ~e/oi~~o~6 .<§,ig~'a 11\j~;-.> l. Para 

sL1bcL1ltivar, se agitaron sÚ~\1eineri:t~ , los ;hi::)t~ifas. --de "CLll ti VOS 
:':-~-- -

confluentes y se tomó Llna al icuota-·de 'trCJf;;z:ci1tc)!S, inocLtlándose 

en botellas de 250 ml con medio fresco CAr:ie>ib ;{)·;-· 

En el caso de cL1ltiQos masivos, los - trofozai tas se 

propagaron en cajas de cLlltivo de 500 ml y se cosecharon cLlando 

alcanzaron SLI fase logarítmica de crecimiento <72 hl. 

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-50 se sembraron a 37"C, en presencia de la microbiota 

intestinal original, en medio de CL1ltivo de Robinson < 1968> y en 

el medio bifásico de Boeck y Dbrohlav 11925). 

1. Medio de Robinson 11968). Este es un medio de cultivo qLle se 

compone de los siguientes elementos: Bactopeptona al 20'1., 

Bifta!ato, Medio definido "R" para crecimiento de la bacteria 

Escherichia ¡;;_Ql.L si.lvestre, medio amibiano basal 11 BR 11 y suero 

bovino o plasma hLlmano, medio completo "BRS" IAnexci No. 2l. 



se 

de medio 

24 

observar en 

crecimiento. 

Modificaciones. a este medio se 

transfirieron a botellas de plástico de 50 ml de capacidad sin 

base de agar, con 40 ml de medio "BRS" completo. En nuestro caso, 

empleamos plasma de humano en lugar de suero de carnero. Se 

incubaron a 37ºC hasta llegar a confluencia, se verificó el 

crecimiento en el microscopio invertido y se cambió el medio cada 

24 h. Para la propagación del cultivo, cada una de las cajas de 

plástico con crecimiento amibiano confluente se resembró 

agitando vigorosamente para despegar las amibas y se transfirió 

alicuotando en partes proporcionales a cajas de cultivo de 260 ml 

con medio fresco hasta obtener crecimiento confluente. Cuando se 

observó crecimiento excesivo de la microbiota bacteriana, se 

adicionó 0.5 µg/ml de ampicilina y 0.1 µg/ml de kanamicina. 

2. Medio de Boeck y Dbrohlav C1925l. Este medio es.tá compuesto de 

dos fases: Llna fase sólida CO~si;iiente. en Úna SLlspensión 



fase l iqLlidc\, la cüal está' compt1esta de.'soÍució~ ,de,FÜ~ge~ y 

solLtción .. salina amortiguada!, Pf 7::.¿1'9<AM;~;>:~Ú~b'J ~ú-!fy g/ :.: . 
Se sembraron trofozo1 tcis d~ '~-~if~Ycii'y~{g'~ C:'Ciríi•::y:5¡_¡;.;Íf r~obiota 

asociada verificándose el .•·¿~e~ i~i e~t'6~;¡;6i~;{~~a}~f~~ft~?!t~:~:-.~éion~s 
en fresco observadas a1 micro~e:i:9íXci'..ci~'. e'f),2c:·:t.\'.\ánJ:iose :J~mbio 

·"·,,. ',)~-: >"";.f< ::1:/f-~~ .~:;w: .·~".: -.;,· ::··. ·::·· :_-, 

de la fase liqLtida del cultiVCl pdr médÚl i':fi Q')fc:?:da2~4Sctf;:}:( 
·:_;:'.:-:> ~"::t:·; ·~:.'~ , .. -·:x,": : .. ~::.-~}: ;;:~ .. {~--' -~·-:;_,, :">:.--:-:-··.e 

:·')·f'·. . ., -- '·t~;-. . , .. 
;•-·~réJ · :.~:··.:. i-;.'.;:·~-~~~~~ -'.i.c-~p{~é .. ; ~~~\;··~:: ;.:~:- ·. 

:··:'> >.:<·} ·.f:: L.. ·.·,··,:.J 

c. CLtltivo de bacterias asociadas al· C:d1~{~8' 

de LLtria 

La microbiota intestinal asociada a. las cepas polixéni¿as se 

recuperó y se CLtltivó en medio de LL!ria (19521 <Ane>:o No. l. 

d. CL!ltivo de célLtlas MDCK. 

Las célL!las MDCK son de origen epitelial y fLteron cLtltivadas 

en cajas de cLtltivo CostarMR (24 pozos) con el medio escencial de 

Eagle, suplementado con SLtero de carnero al 10X 1 ) ' 
100 U/ml de penicilina, 100 g/ml de estreptomicina en atmósfera 

con C02 al 5% a 36.5ºC <Anexo No. ). 



6.3. 

min. Se 

b) Separación por gradiente la osmolaridad 

del Percol l (Sigma No. a 230 mOsm/~{g de agLta con PBS 10X y 

se formó un gradiente discontinuo de 10, 20, 40, 60 1 80 y 100X, 

en tubos Falcon de 50 ml con tapón de rosca. Posteriormente se 

x 106 trofozoltos cultivados en el medio polixénico 

de Robinson con su microbiota asociada por tubo y se centrifugó a 

2,000 H 9. por 15 min. Con el empleo de una pipeta Pasteur, se 

separó cada fase en tubos de centrifuga de 15 ml y se realizaron 

preparaciones en freco para observar al microscopio de luz y 

localizar la fracción que contenia los trofozoitos. Cada fracción 

se lavó con solución de Ringer y se tomó una alicuota para 

contar con hemocitómetro. 



al 

hasta 

para 

F'BS frio (4ºCh 

La pastilla 

con 

en el un volumen 

del amortiguador de ditiotreitol, 10 

mM de EDTA pH 8. O y 10 mM 6-aminocaproico, Con una 

pipeta Pasteur se colectó está" suspensión y se transfirió a un 

tubo eppendorf de 1.5 ml. Los tubos eppendorf can la suspensión 

de amibas se colocaron en nitrógeno l(quida hasta que se 

congelaran completamente. La suspensión congelada se descongeló 

colocándola en un baffo de agua a 37"C. Este ciclo de congelación­

descongelación se repitió 3 veces. Las extractos se centrifugaron 

a 30,000 x a durante 15 min a 4ºC. El sobrenadante de los 

e:( tractos se al icL1ató en volL\menes de 10Q µ1 en tubos eppendorf 

de 1.5 ml y se almacenaron a -70"C. Previo al emplea de las 

fracciones sobrenadantes, se aumentó la densidad, agregándoles a 

cada tubo 40 µl de una solución estéril de sacarosa al 70% (w/vl. 

;/ 



acrilamida al 20%, 

gel separador antes de 

de 

sostener al 

Hubo que esperar 15 

min con el fin de permit~r tj~e po[imerizara el soporte. El 

gradiente del gel separador se realizó en una cámara para formar 

gradiente, y la solución se dosificó con la ayuda de una bomba 

peristáltica. Para vaciar el gel separador dentro de la cámara de 

vidrio fué necesario colocar la manguera de salida de la bomba 

peristáltica, 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 solución de acrilamida 

del gradiente y permitir asi que se formara correctamente el 

gradiente dentro de las placas. Cuando terminó de pasar toda la 

solu~ión del gel separador se dejaron aproximadamente 0.5 cm de 

espacio vacío, el cual fue suficiente para colocar inmediatamente 

el peine para formar los pozos que sirvieron para depositar las 

muestras que fueron analizadas. Los geles permanecieron sin 

moverse hasta qLte polimerizó totalmente la acrilamida 

(apro:dmadamente 2 hl. Se retiro el peine y· se lavaron los pozos 



amortigLladó~ de tor~~di <AÍn6rtigL1ador de con agL1a destil.ada o. 

corrida 10 xi Tt~iima bas.; 1~ h;. ~~i~ci ~al.íér2~ '1k'·M~Cl2. 0;21 M, 
. -,-- -··:··:-.; . - ;··~~-"'- ·;:·~;,: \.<'-·~ c.-,-,;·,:.~::.~>·.:.-'· 

EDTA,.'O'.J' M(. pH ·7.4i;·se llénai~on)los:;:pcízos, C:é:in ·er amortigLlador 
=· -.. _,_ '. . • .._,, .-'.~:.s-_.: t.':''·- '.,-::.1 _,_5:-- . '-'· ·-· 

de cot~ricil )';~~' apfi~~rcl~ r'.fs r':mcíe~tf~;;¡5, .(21Y: a·· Ao µ1 > 

JElrín~j' .Hamilton de·· . ~:) µ1~~:;<.!~~12:f: 'sellaron 

electrc:J~o~éticas y se colocó ~~{·i:2i~ cámat:Óa 

corrida. La temperatLlra del a~~~~·igL11d~r se 

con una 

las placas 

el amortiguador de 

mantuvo por abajo de 

10ºC. Los geles se corrieron a 60 ~olts por 12 h. Al término de 

la electroforesis, el gel se separó de las placas de vidrio y se 

colocó en Lln recipiente que contenfa la solución de reacción 

especifica para cada enzima <Anexo No.4). Se preparó un gel para 

cada enzima. El recipiente se cubrió con papel aluminio y se 

incLlbó durante 30-45 min a 37ºC para el desarrollo de la reacción 

evidenciada por el cambio de color. Se retiró la solLlción de 

reacción y el gel se enjuagó varias veces con agLla destilada. Se 

fijó el color de los geles con ácido acético al 7% lv/vl. Se tomó 

una impresión fotográfica inmediatamente con una cámara Polaroid 

667. 



cl Redl\cción de almidón del medio de cLiltiVo ~or1ofá~ic~- dei 

Robinson. Observaciones previas. h_e•alizaci.t;\s:;';~evi'i:leí-iciaron qlle 
-. " .. ,·. .: ,· ··- -e,--_- '·i~~-= ~-

SÓ l O Ltna proporción del almidón ~gr~~actd ~T~~~i6:>t:f~ ci.tltivo era 
·"·- . -- ,. ·-,.~~: ... : ·:.;,: ., <!'.·T ~~-r~~ :· , . 

consumido por los trofozoitos; )'¡:>Oh '.:'::;i¡cjf,,~'.~~que_ se redujo 

progresivamente la cantidad de almid6n-:B:e~l~¿-!,·~-~/10(t ml, a 100 y 

60 mg/100 ml. Antes de cosechar 

cultivo) se recambió el medio de 

- 3(1 mg/100 ml de almidón. Los 

los tr~fo~bf f~!S> <a las 48 h de 

2Liítivci'•"BRSºi con medio fresco y 
'. --:..'-. ,·:_'··?::··.,,_,,;"- -

1'rc:i~o~c~i tos _ se cosecharon por 

agitación suave y se lavaron con F"BS_,lX .~~5Cl(l _x g_ por 4 min por 3 

ocasiones y se tornó una alicuot~ para contar con hernocitómetro. 



6.5. Actividad lítica de trofozoítos 

de células epiteliales 

Los trofozoitos de 

crecimiento y centri se 

resuspendió en medio 

La linea celular 

en monocapa de células cultivo CostarMR 

de 24 pozos de una cámara de co~ al 

51.. Se lavaron los cultivos 2 veces con 100 ml del medio MEM. 

Para determinar la lisis, se colocaron 1' 2 o X lOB 

trofozoitos por cada pozo de cada una de las cepas polixénicas y 

axénicas, asi como de los controles (medio MEM sólo, bacterias 

asociadas al cultivo polixénico y crecidas en medio de Lurial. 

Posteriormente la mezcla se incubó por h a 37ºC en atmósfera 

de co~ al 51.. Finalmente se lavaron las placas con PBS, se 

tiAeron con azul de Comassie R-250 al 0.125/. en abe y se fijaron 

con glutaraldehido al 2.5/. lv/vl en un amortiguador de cacodilato 

de sodio 0.1 M, pH 7.2. Considerando la ausencia total de la 

monocapa de células teAidas como el 100/. de efecto citopático y 

la presencia indemne de la monocapa de células MDCK como el O'l. de 

efecto citopático, se determinó la actividad citolitica por 

espectrofotometria !MARCA) !Figura 41. 
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6.6. Extra.c:c:i6n Y:.P~ri'fic:aci6n de DNA amibiano. 

, ' .. --:, ~'.~~-.;-'· ,:;,\:.~·:: ... ~:;·~·> ::-::,~:.~-

a) De c:ultiv~s a>:énic:os~ 
... --· ;<,· ·' 

Se é:osec:h"aron cieJ~io x 10"'· aiii.ibas en fase logaritmic:a de 

La pastilla 

se lavó 3 vec:es c:on el~.me~ciJ.6éd~i'.ifiltíyo~JYi::..s~33, se resc1spendió 
· ·::.. :'--; ~- ~1~/,~ ,,;··,s.:-:::- ·.:;.:·"'·" ,_,:.~~ ~ · 

cuidadosamente c:on un voll.urien;";Igl.iai de '.:;:amot;tiguador de lisis a 
\ ·:.".~~; • ',~<. ,,,;,'., .: .. :-.:_.•,) '.''</: K~':':;•:''. 

4ºC <Trizma 10 mM .pH e; .~;ci}t2lft~A} .MgÓ;;;, 10 mM, espermidina O. 6 
:..::e:.::..:. 

mM, N-eti lmaleimida 5 mM, p-h'id6C:n:imeirc:ciribenzoato O. 05 mM) y se 

revisó la integridad de las amibas al mic:rosocopio. Se agregó 

volumen de Nonidet P-40 al 10X a una conc:entración final del 1X y 

se agitó vigorosamente dentro del baño de hielo. Se corroboró al 

microscopio la ruptura de todas las amibas y la integridad de los 

núcleos. La suspensión se pasó por un colchón de 10 ml de 

sacarosa 1M (en Trizma 10 mM, KCl 24 mM, MgCl~ 10 mM, pH 8) en 

tubos Corex de 30 ml para separar los núcleos. Se centrifugó a 

6,000 rpm por 12 min <rotor Sorvall HB-4). Se quitó con cuidado 

el sobrenadante y se resuspendió la pastilla muy suavemente en 

500 µl de EDTA 0.5 M pH 8 y Sarkosyl lX. El DNA se extrajo c:on un 

volumen igual de fenol equilibrado con inversiones suaves por un 

min. Se centrifugó durante 3 min para separar las fases y se 

quitó la fase orgánica lque en este caso es la fase superior, ya 

que a tan alta concentración de sal usada las fases se 

invierten). Se extrajo nuevamente con un volumen igual de fenol 

equilibrado c:omo se indic:ó anteriormente. Se extrajo el DNA 2 

veces mas con un volumen igual de cloroformo alcohol isoamilico 

recuperando en ambos casos la fase acuosa lfasesuperior). El DNA 



: . ~ . ' .'~· :, .. :. ·-:., 

se precipitó con 2.5 volwrienes i~ti~~i 'fr~íé~ \~v~t's~ories 
sL1aves hasta que se formó una red, la :c:úal se ?recL1p~·t;6>.~on Ltna 

punta de micropipe·ta y se resuspendió· 

agua destilada estéril. El DNA se precipit'ó con ·11.io del volumen 

de una solución saturada de acetato de amonio y 2.5 volumenes de 

etanol frio obteniéndose nuevamente una red. El DNA se 

resuspendió sin secar previamente en 500 µl de agua destilada 

estéril. Alicuotas de 1, 5 y 10 µl del DNA se corrieron junto con 

DNA estándar de concentración conocida <DNA del fago lambda 

cortado con HindIII empleado como marcador de peso molecular) en 

un minigel de agarosa al 1% en TAE y se ti~eron con bromuro de 

etidio, se tomó una impresión fotográfica con cámara Polaroid 667 

usando un transiluminador de luz ultravioleta, se verificó 

visualmente la integridad del DNA al cuantificar la intensidad de 

fluorescencia de los DNAs estándar y DNA muestra. 

b. De cultivos polixénicos. 

Se crecieron las amibas hasta confluencia en botellas de 

plástico de 200 ml, se decantó el medio de cultivo y las amibas 

pegadas al sustrato, se despegaron con PBS y agitación vigorosa. 

Las amibas se lavaron 3 veces con PBS y posteriormente se siguió 

el mismo protocolo utilizado en los cultivos axénicos. 



6.7. Extracción del DNA de la microbiota asociada al cLtltivo 

polixénico. 

La microbiota asociada se separó de los cLtltivos pol b:énicos 

por centrifLtgación diferencial a 15,000 rpm por 30 min y se 

cultivó en el medio de Luria en -agitac·ión constante. Cuando 

alcanzó el crecimiento logaritmico (48 h)' se obtuvo el 
----. 

sobrenadan te y se centri fLlgó a ·2, 5C!O' >: g::,,·. por 10 min. El paquete 

se resL1spendi6 en 500 µl de.;: ":EIB,\"ji{X;'y,0-se incL1bó con 100 µl de 

1 isozima (50 mg/100 mll a Posteriormente se 

agregó Sarkosyl al 20'.%. y •ei ~DNA se e>:trajo. Se verificó SLI 
>' -~ :- • .-';':·":; :~~,.- ·: _-

integridad como en el procedfmi~ntc/~rt~rior. 

1 



6.8. Digestión del DNA amibiano con la 

EcoR1 y análisis en geles de agarosa 

El DNA de las 

se digirió con la enzima 

Manual Biolabs( 19 

nuevos y estériles 10 µg 

una de las cepas 

Llnidades (Ll) de enzima 

ABE de cada 

agregaron 10 

amortiguador 10X 

correspondiente a la enzima de t"-éaccióri EcoR1 <Manual Biolabs, 19 

>y se aforó a 50 µl con ABE ltodq el proceso se realizó a 4"C). 

Se mezclaron los componentes suay"eimente y se incL1baron a 37"C por 

12 h. 

Posteriormente se corri6 ~~ . DNA.· digerido en un gel de 

agarosa al 1% 

.30 min. El gel 

en 

se 

una cámara mediana a temperatura ambiente por 

tiñó con ... ~amuro. c:llE! ~tidio durante 10 min a 

temperatura ambiente y se fotografÍó ~sando un transiluminador de 

luz ultravioleta y cámara Polaroid 677. 

Los patrones de restricción resultantes de las cepas 

polixénicas, se compararon con el patrón de la cepa HM:l cortado 

con la misma enzima. 



6.9. Transferencia del DNA amibiano digerido e hibridación con 

DNA total de HM:1-IMSS marcado con ~=p. 

El DNA digerido tanto de las cepas axénicas como 

polixénicas, contenido en el gel de a,garosa al 1'l. se colocó por 

un minuto en luz ultra~ioleta p~ra de~urinarlo. Se depurinó con 

HCl O. 25 M por 15 min en,, '<ol~A,tal::iólJ, constante a temperatura 

ambiente; se desn~turalizó.c~~ü~a•solución de NaOH 0.5 M y NaCl 
.- - , -·, º--;-_;;· - . - - . - -

que contenía 

Trizma-HCl 1M pH B y NaCl"0.6 M dLt'ra.nte 15 min. A continuación 

se tansfirió a un filtro de Nylof) <Nytran, MARCA): en un 

recipiente de vidrio y una base con dimensiones de 11 x 14 cm se 

colocó papel filtro Wathman 3MM de 11 x 18 cm seguido del gel 

invertido y sobre éste, un filtro de nylon <Nytran>, retirando 

previamente todas las burbujas, sobre éste 2 papeles filtros 

Wathman 3MM. Posteriormente se colocó una capa de 10 cm de 

altura de toallas absorventes secas y una placa de vidrio sobre 

los cuales se colocó un frasco de vidrio con peso de 1 kg, todo 

esto sumergido en una solución de citrato salino <SSC) 10X, 

suficiente para humedecer los extremos del papel filtro pero sin 

tocar el papel de toallas absorbentes. Se transfirió por difusión 

a temperatura ambiente durante toda la noche y después de esto, 

el filtro Nytran se horneó a 70ºC por 2 h a 20 lb en un horno con 

vacio. F·ara el proceso de prehibridación el filtro Nytr<m se 

colocó en Ltna bolsa para hibridación sellada con calor 

agregándose previamente la SO 1 L\C i,ón' de prehibridación <SSC 20 X, 

formamida 100'l., Solución Denha:rdt 100 X (Anexo No.8) ¡ 



pH 

vol~men/superficie del papel. 

Previamente se marcó el 

acuerdo al protocolo de 

Systems RPN-1600. Brevemente, el DNA- se en un 

final de 10 µl en agua des~ilada estéril y se desnaturalizó a 

96ºC por 10 min en Ltn baño de agua hirviendo, colocándolo 

en hielo. Se agregaron 4 µl de cada inmediatamente después 

nucleótido frío CdATP, dGTP, dTTF'), 5 µl de amortiguador 

!Solución 1), 5 µl de primer (Solución 21, agua destilada estéril 

a un volumen final de reacción de 50 µl, 5 µl de l«-''"''P> dCTP C 10 

mCi/ml) y 2 µl de la enzima de reacción (Solución 31. Se mezcló 

suavemente por pipeteo y se centrifugó a 15,000 rpm por 5 

segundos en una microcentrifuga para colectar en el fondo la 

mezcla de reacción. Se incubó a 37ºC por 30 min. El DNA marcado 

se separó de los nucleótidps libres utilizando el método de 

minicolumna de Sephadex G-50 (Sigma), como sigue: la mezcla de 

reacción se llevó a un volumen final de 100 µl con STE CSTE: NaCl 

0.1 M, Trizma 10 mM pH B, EDTA 1 mMI para detener la reacción. La 

resina se equilibró colocando 2 g de Sephadex G-50 por cada 50 ml 

de STE, se esterilizó por autoclave ca 121 ºC a 15 lb de presión 



desnatur.al i z_ó 

la bolsa_ de 

Posteriormente, se 

la noche para permitir 

a 

y 

2 veces 

min. La 

el DNA-

de la 

ya marcada se 

micropipeta a 

filtro Nytran. 

dLtrante toda 

este tiempo, se 

retiró la solución de hibridación con la sonda marcada, y el 

filtro Nytran se lavó bajo condiciones relajadas (para sondas 

heterólogas) con soluciones de alta astringencia (soluciones 

hiperosmolaresl empleando para ello SSC 6X con SDS al 1X en 2 

ciclos de 15 min cada uno a 37ºC, 42ºC y un ciclo de 30 min a 

60ºC hasta eliminar el fondo radiactivo detectándolo con el 

contador Geiger. Los filtros Nytran conteniendo el DNA se 

colocaron en cassete X-Omatic Kodak con película Kodak X-Omatic 

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

hibridación por autorradiograffa CFig. 5l. 



FIGURA no. -5 . TRANSFERENCIA DEL DNA DIGERIDO CON EcoRl A 
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7. RESULTADOS 



de 

el 

Este 

consistente 

sales en solución 

Con la finalidad de obtener:':el :,'rit'.1mero -reqL1erido de 

trofozoitos para la obtención de ácidos~ nl.\C:1'é¡'c'6s, se resembró en 

tubos con tapón de rosca de 25 ml, con un rendimiento de 200,000 

amibas; en matraz de Erlenmeyer de 125 ml con un rendimiento de 1 

H 10• amibas; en matraz de 250 ml produciéndose ? H 10• amibas; 

en matraz de 500 ml, con un rendimiento de 4.5 K 10• amibas y 

finalmente en matraz de 1,000 ml con un rendimiento de 7.5 K 10 6 

amibas, incrementando el nOmero de matraces de acuerdo al nómero 

total de amibas necesario. 

El rendimiento final después del procedimiento de separación 

amibas/microbiota disminuyó drásticamente hasta en un 30-40% al 

tratar de eliminar los restos de fase sólida y almidón de arroz, 

además de las bacterias. 

Por lo anterior, y con la finalidad de obtener un 

rendimiento mayor final, ios ~islados 'fueron adaptados a 

crecimiento en el medio de C:t~ltl~o :~k~:~~binE;on- adaptado por Reed 

( 1989) en botellas de 
'.:-_:_,,··' 

c:L1Ítivo'Íde1'<'pi.ástii:o: <Costar"'"' l sin base 
. - --~~~~,""":'~--=--~o::''~-~,"~:~:--·;-f.~~"':~'r~-~;~"";';,-;,;;~ =~<~- ·--·--~-- - , - -

de agar, lo cual permitió ; obse~\¡~~,-mii:;:r~scópicamente en forma 



directa para . verificar·· el' crecimientó ·;amibiano y agregar ros 
- - . '". : ·.· ·, <·.c.'" '.:~ , .. ·< - :· ·.'."/'_: 

requer'imientos nece:fuarios·sin ia sepcira'CiÓn •. previa de muestras. 

Para el lo, se. t~esernbrcJ · én ;bo{el l~s>~e ¿lá~tico ele 125 ml can un 

rendimiento de i ): ;·l~;i ,§,.~~b~si en b6teÍla de 260 ml, 3 H 10'"' 

amibas y en botellas de ;.r,.·~1i)C>·:: ~·¡ cc:m Lin rendimiento de 8 }: 10"" 

amibas incrementándose. el . ~i:'.t~·~rd' de. botellas de acLterdo a los 
·------

requerimientos de trofozoitos :para la obtención de entractos 

amibianas, ácidos nucléicos y ütili~arlos para la prueba de 

actividad citolitica. Es importante resaltar que se empleó plasma 

humana envejecido, en lugar de suero de bovino, lo cual disminuyó 

notablemente el costo del medio sin modifica1· la calidad y 

cantidad del cultivo. 



obtención 

separación 

de c~tltivo 

De 

adherencia a 

trofozoítos 

trofozoítos 

hemocitómetro. No obstante, 

parecía selectivamente amibiano, 

número 

separación 

el método de 

de 

total de 

cuantificados con 

proteso de adherencia 

uri buen número de bacterias 

permanecía adherido a la seperficie de los trofozoítos. En 

relación a la separación amibiana por la formación de un 

gradiente discontinuo de esferas de sílice cLtbiertas de 

polivinilpirrolidona (F'ercolll, se observó en las bandas 

superiores del gradiente !10 y 20%) bacterias y granos peque1'íos 

de almidón; en las bandas intermedias (40, 60 y 801.) 

principalmente trofozoítos aunque también se observó un buen 

número de granos de almidón y bacterias; en las bandas inferiores 

(90 y 1001.) se observaron trofozoítos ocupados con granos de 

almidón, granos de almidón grandes y grumos de trofozoítos, 

almidón y bacterias. El rendimiento final fué de ¿ 451.. 

El medio de cultivo monofásico, sin base de agar permitió, 

no sólo observar el crecimiento amibiano in situ, sino también 

determinar la cantidad de grarios de almidón agregados al medio, 



la C:Llal 

ami.bas. 

recuperación 

No. 6). 

aspecto 

gi~anos de 

logró c:on 

ésta (la 

sobrenadante y 

densidad, de las 

posteriori, se logró una 

estado viable <Figura 



FIG. No. 6 . RENDIMIENTO DE ENTAMOEBA BISTOLYTICA EN CULTIVO 

POLIXENICO POR DIVERSOS PROCEDIMIENTOS DE SEPARACION 
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7.3. 

y 

10,000 a 

cultivadas aKénicarnente: HM: 1-IMSS, 

Laredo y la microbiota asociada al cultivo polixénic~. 

Los resL1ltados del análisis enzirnáÜcó d~' los aislados 

cultivados polixénicarnente y los controles se rnue~t~an en la 

Tabla No. 1. 

El lisado de los parásitos de los aislados HM:2, HM:43 y 

HM:44, provenientes de portadores asintomáticos, mostraron un 

patrón de zirnoderno no patógeno <ZNPl correspondiente a la 

presencia de una banda m en la enzima fosfoglucomutasa <PGMl asl 

corno una banda de corrimiento lento o banda retrasada en la 

enzima hexoquinasa CHKl. El zimoderno de estos aislados <HM:2, 

HM:43 y HM:44l pertenecen al tipo I reportado por Sargeaunt y col 

<1980). Por otra parte los aislados HM:4 y HM:50 obtenidos de 

pacientes sintomáticos y el aislado HM:46 obtenido de portador 

asintomático mostraron un patrón de zimoderno patógeno CZPl, 

r,;imilar al de las cepas a}:énicas HM: 1-IMSS, HM:38-IMSS y Hf(:9-NIH 



reconocidas como 

zimodemos de 

Sargeaunt y col 119801, 

obtenido de un trabajado~ 

intestinal aguda, mostró 

reportado por Sargeanut 

1988). 

El corrimiento 

mostró una sola banda en la 

estudiados, lo cual caracteriza 

especie histolytica. 



\ 

-
E[~~ 1 H~BB~~B 1 n~:s E~~?lErlrn I sf 1 Eils 

HM:2 NO PATOGENO I * SIN BANDA ADELANTADA <HIO 

HM:43 NO PATOGENO I * PRESENCIA DE BANDA IX <PGM> 

HM:44 NO PATOGENO I * ME CARACTERISTICA 

* MIGRACION VARIABLE <GPil 

HM:4 PATOGENO I I * AUSENCIA DE BANDA IX <PGMl 

HM:46 PATOGENO II * PRESENCIA DE BANDA f3 (F'GMl 

HM:50 PATOGENO XIV * BANDA ADELANTADA (HI<> 

* ME CARACTERISTICA 

* MIGRACION VARIABLE (GF'Il 

UlillltliRlllllllBi!l™11W lllllilR!lllil 

TABLA No. 1. TIPO DE ZIMODEMO DE LOS AISLADOS DE s.histolytica 
EN CULTIVOS POLIXENICOS. 



7.4. Actividad 

f: 1, · lás células 

en 

similares a 

y células 

aprc»: imadamen t•~ 

(Orozco y col, 

1978). Las amibas se cosech~r6n en la fase logarítmica de 

crecimiento y se trataron de acuerdo ál. procedimiento descrito en 

la metodologia. La actividad litica se determinó después de 

incubar los trofozoftos por 

confluente de células MDCK. 

una hora sobre una monocapa 

Los resultados se pueden apreciar en la figura No. 7. En la 

abscisa se muestra el porcentaje de da~o a monocapa y en la 

ordenada los carriles correspondientes a las cepas HM:l-IMSS, 

HM:2, HM:4, HM:43, HM:44, HM:46, HM:50, cepa Laredo y en el 

Qltimo carril el medio de cultivo MEM empleado como control. 

Los trofozoftos de la cepa HM:l-IMSS que se utilizaron como 

control positivo, produjeron en una hora de incubación la 

desaparición total de la monocapa de células confluentes MDCK 

CIOOX de lisis), de acuerdo con lo comunicado anteriormente por 

Orozco y col. (1975> y Martfnez-F'alomo y col. (1985). Como 



FIGURA No. ~ • EFECTO CITOPATICO EN MONOCAPA CONFLUENTE 

DE CELULAS MDCK 
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de 

en ambos 

aislados 

(4 y 51. 

aislados HM:4 y 

respectivamente. 

Para determinar el 

de 

COI. 

.los 

ico 

los 

72/. 

asociada al 

cultivo polixénico, respecto a su p~rticlpación como productora 

de efecto citopático, se separó ésta de los trofozoitos y se 

incubó con una monocapa confluente de células MDCK bajo las 

mismas condiciones observándose que no hubo ningún cambio (0/. de 

lisis) en la monocapa de células. 



7.5. Análi~is dek.pátrón d• restri¿ción del.DNA amibiano. 

e•"'' '.'.,::~,~~' ;}ó<:C:•" ;:,,·.~:,·i·: • -~> .. ~:';~'.>~···/' • ;"•, . .' •}• • ' -

Éi ianátt~n~'' :j~~i )ir5N~;. ·· ~96 ocJ'~~e:sf i~n :1.con · Z~~~n~tc le asas de 

restt~Ú~·{6~;.~¡M:Jé~!r~~:~{~~.i~ aifet~e;,dktiÓn ~,~'!s~~~~\is J c~pa~ de 

. di versos ¿µc:¡t'dz~/~~~i¿s i~~~i~el 'y 'cb.f;, '.1981);;:' ;~r.~{\,'f 'f.b'i ,;f t98i; 
~ ,. --; -·· '-~--~::·· ..:;:. ' .:,_ -. - ' - -

Jáck.!So#i~ }'];c62~i~}:\;J<y·~~i .M-'li,;h y i:o1.·•, . 19s5;< .J~nC:'rfh~~\~¡; ·y ~~~~7; •· i987 

y Batt~eh.kíPxá!Y~ ·~;6{;\ 'i9ssl. ü: técnica i;;e b'ásí:\' en•: la ~!=par~ci~~ 
electi·o~~;~~¡:~: ~·~ .fr~gmentos de DNA geneit~a~bs p~;<ei c.:Jrte con 

enzimas ~~· )~sl&iC:C:ión qL;e ·•· actl'.tan ~bre .• ;. ~iiÚ'.;~)~sá~cff iccis. ·Los 

perfiles ~l~~t't~~f~t~ético~ resúlj;ant.és;·~4or(m~t:cC1.tJres bÍ.o~Ltimicos 
p~eden ser ~fiipleáds eficientemente para 

,_. -· - ~ ·· .-- .--.-;,_,.~-~---.v·- z~·;·- ':'-'.L·::. 

diferenciar 'pob rai:io~eis.~· de' ot~ganfsin6s 0icer~C:anamente relacionados 
:~;"., :'.._.'._· .. - _....::~->-':'-~~ -~=-··xs_ '.:..:º-~~-

estables, los CLtales 

kat~Í~(i8l,} c~~~icc,ión, se aisló el DNA 

CPanyen y col., Í985)~ 

Para determinar el de 
' .,.__ ~ ·, .. -

las cepas a>:énicas HM: 1-IMSS, HM.: 2.:.:.IMSS, HM: 3-IMSS, HI(: 9-NIH y la 

cepa Laredo y de los aislados HM:.2, HM: 4., HM:43, HM:44, HM:46 y 

HM:50, a partir de núcleos de trofozoltos amibianos cosechados en 

la fase logarltmica de crecimiento. Este DNA fué digerido con la 

enzima de restricción EcoR1 y corrido en geles de agarosa al 1% y 

te~idos con bromuro de etidio <De acuerdo a la metodologia 

mencionada previamente). 

Los resultados se muestran en la figura 8. El panel A 

corresponde a marcadores de peso molecular Cel fago lambda 

cortado con HindIIII, en los carrilles 1, 2, 3, 4, 5 y 6 se 

encuentra el DNA digerido de lo~ aiilados HM:2, HM:4, HM:43, 

HM:44, HM:46 y HM:50, respec.tiva1nent.e. En el carri 1 número 7 el 

DNA digerido de la cepa Laredo y •n los carriles 8, 9, 10 y 11, 

/I 



/=f~, 8 DNA DE CEPAS AXENICAS Y POLIXENICAS DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA -- - -
CORTADO coN Eco Rl 

A 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 A) MARCADORES 
1) HM-2 
2) HM-lJ 
3) HM-lJ3 9.Q 
lj) HM-lJlJ 6.5 5) HM-lJ6 

lJ.6 6) HM-50 
2.3 n LA REDO 
2.0 8) HM-l:IMSS 

9) HM-2: IMSS 
'\( 10) HM-3: IMSS 

"' 11) HK-9:NIH 



el DNA ~igerido de 

Ht<:9-NIH; En 

las cepas·· 

sólo en el carrii N6~ 

l.a cepa 

de 

ima 

al carri 1 

discernir 

qLle nos permita 

los aislados cultivados en 

co~respondiente a los carriles 1-6, y 

correspondiente a la cepa HM:2 y en 

carri~ No. 2 correspondiente 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. 

F'or lo tanto, decidimos emplear el método de corte con 

enzimas de restricción, transferencia e hibridación (Southern-

blot) con DNA total de HM:l-IMSS marcado con 3 mp con la 

finalidad de obtener una discriminación especifica, ya que los 

fragmentos de DNA de los aislados transferido, hibridarla 

especlficamente con el DNA de ~.histolytica, no así el DNA 



contaminante dela microbiota a.saciada. 

Los resultado• se muestran 
~. - . '· .. :. ,. . . ,· 

se mLte~trari l.as 

la cepa' Caredo en 

polimorfi~m~ en los 

patrón ,que 

histolytica y 

el carril No. 4. 

En el panel 

a los 

obtenidos de 

respectivamente. 

A 

y 

HM:44 

posible 

observar la presencia de bandas de alto p~so: ~6lecular que 

corresponden a 6 .. 5, 6.8 y 9.4 kpb asl · comci el doblete 

característico de la especie histolytica. 

En el carril nómero 8 se encuentran los fragmentos del DNA 

de la microbiota asociada tratado bajo las mismas condiciones y 

empleada como control negativo a la hibridación con DNA extraffo. 

Finalmente, en el panel C encontramos el DNA de los aislados 

polixénicos obtenidos de pacientes sintomáticos HM:4, HM:46 y 

HM:50 correspondiente a los carriles 9, 10 y 11. Al igL1al 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 banda de 0.7 a 0.9 kpb que caracteriza a la especie 

histolytica. F'or tanto, no es posible establecer un patrón de 



A B e 
3 4 5 6 7 8 9 10 11 

9.4 

6.5 

4.6 

2.3 

2.0 ;iil 

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

POLIXENICAS DE ~.histolyt ica CORTADO CON EcoRl e Hll3RIDADO 

CON DNA 3 2P-HM: 1-IMSS 



restricción propio de este grupo que permita dice~nir entre 

aislados de portadores y sintomáticos~ 



8. DISCUSION 



8. DISCUSIDN~. 

La am~bi~~i.~ 'invasora i:ohtiril'.!a siendo,: por sú frecL1encia y 

graved~d;.~in'.;:.i'm~!:l~t~n~e ~~6bfem~ de ~afod en Mé)(ico (Pérez-Tamayo 

Y cqi .\'.'. Íi'7};k;:;~:~1¡¡~;ti~}1:~~9}!.~~ qui~tes de g:,histolytica en las 

heces cie .. i6Cii'~iilFosr.'~;1.ó ·i!i~~ft~~~·se\correlaC:iÓ.rla ·cori la presencia 

de sintbní~tcifi::i~ía':{p·t;·¿j~'fá(d~· l'a··~hfe_rmeda,gi ªé J1echo, sólo en el 

10% de 1os ca~6~.;· !~i.;~;i'~f~~F~º'. • ri{~a~~ ,j;º~i·'.~t'~idos de1 hL1ésped 

<Marti~ez-F;aJ.C!m6~' }~sb)~.t' ·~ :'.'~. '' ·;~,- :e'.~::.~:·%,··· , 
·; _'o'.~ ·_~: • .~i~-';...: :' ~ ~-'.·~~-;:_·,:.~;~~~,_-., ~;.~:.:. F 

. En la· actúalicfád''~é de{ª'é::bfíBC:~F\ ~.c~~i;i~~~f,~':lf~t"q'f~ ~d~dicionan la 
· ·_"- .. -·: <·-·_· __ ·_:_'".· '. :·_·: .,:_;j' -''·.-.s:-; ,',;--,_~'.'./(f.:,;-:;::::~":7;;~:··.:·;.-·-

COndLICta comensal o p;tÓ~éQ;d~~U~~ :espe,¡ci7•deáE.histolytica en 

sL1 relación con el hL1éspecF'o ~;_.;:i~4}-~~fi·cft~;}~iú~~tén especies 

patógenas y especies patógenas, 

indistinguibles morfológicamente• 
:··. - .·· ,•' 

Los primeros estL1dios para di'te'r~e~cia;; razas o cepas de 

~.histolytica con características diferent.es se basaron en las 

diferencias en el tamaño de los qLlistes, así Ujihara en 1914 y 

Dobell y Jepps en 1918 observaron 5 razas de ~.histolytica. 

Spector en 1936 distinguió 2 razas en los trofozoitos de esta 

amiba, la cepa grande resultó ser patógena para los gatitos y la 

cepa pequeña no produjo tal efecto. Meleney y Frye en 1939 

sostuvieron también que existe una raza pequeña de ~.histolytica, 

la cL1al tiene una capacidad débil para invadir la pared 

intestinal y no es patógena al hombre. 

En forma similar Sapiro, Hakansson y Loutti en 1942 

observaron 2 razas las cuales pL1eden distingL1irse por· ·los 

diámetros de sus quistes, siendo la linea de división de 10 y 9 



µm en . espec:fm=.ne~ yiv.os. 'L}(: FazaÍ cW\gü~~~e?.~i. ~t-~n$~~.Pr5JdL1ce 
trofozof t~s<~Llé si·~~Ü~~~~ ~~~ ~c:t,ixafu~íl:~~ ,%\ {~¿ i~t'éh\;~fú Ú:ocitos, 

:: :~:!6J:. ::~;:~:"::"x~"~:~~;~~t~;ti;l!lillt1~J¿::::":; 
mL1even menos activamente, no frigiesencet;r::t;1c:i · ¡~:ison d.i.fíciles 

de cL1ltivar y no son patóge~i?.~~~'.~fü;'~i~~~~~~~i:~;. >'· ¡ 

en 19:;lne::::::::.o:s q:i: t::e:::~:{~t~~~~~~J;}l~~if!-~~~~~~~Ju:i:::d::: 
una cepa pura en cultivo la cL1al~se,;~~bt1~{~f.i,~inl;o,•~de -un solo 

quiste, varió 
';-~~;' . 

de 7 a 23 µm. Adeíl\ás,~,~~á;~~; :te ztiC:1~~rman en 1948, 

descubrieron posteriormente qLie•. ;:~'.:;,aza ·;i~tu.,~: de Frye y 

Meleney mencionada 

mas grandes, lo cual 

anteriorment~ :gt~~ft{~Jci, ~<?.,fCI cL1ltivo, formas 

indujo a co~iid~r~t~ ~Lé é1 rango del tamaño 

de la t·aza de esta amiba es ~:~a;;¿at:áct~~istica que puede cambiar 
-,;;~j~:;. 

de pequeña a grande ó viceyei~s'I:;" ¡ctJaji:i' ··condiC:iones ambientales 
º'·,·::~~'.,':'_ o-.:,~:.:_: ;.o,/ 

'; ·<:/.········· ... 
con el ~d~~ni~i~Ílto del cL1ltivo a:·:énico de 

diferentes. 

Posteriormente y 

Diamond (1968) se han llevado· .a•,··,cabo.· numerosos estudios de 

caracterización a nivel bioquímico y molecular, aunque la mayor 

parte de éstos se han llevado ~ cabó con amibas provenientes de 

huamnos con algdn tipo de amibiasis invasora IHM:l y HK:9) asi 

como con amibas aisladas de reptiles (~.invadensl y aguas negras 

(~.moshkovskiil, ello por la ausencia de cepas no patógenas en 

cultivos axénicos y por la dificultad qL\8 implica el 

mantenimiento y propagación en cultivos polixénicos. 

En este estudio se emplearon aislados de ~.histolytica 

crecidas con su microbiota asociada en medio de culti~o 



pal b:énic::·a con la intención de mantenetc las .condiciones que 
- . ~ -·.: - · .. ' ... , . . , :".'' : . :". : >.~. . .-:·.'. :: 

reflejaran .la_ relación hLlésped-par'ásitÓ~micrÓambi~ntl?. 

en el medio Ini~i-~l~e·n;~, los' ~;,ófozort6s ;:; se·· c~~ci~ron 
bifásico de Boed( y Drolhl~v '.crnabtfi\:cf~b por de 

r~· " ~-: 
la Torre, M., 

1972). En este cultivo se i:t:,g·::at~o~ · las cantidades de amibas 

requeridas 
-;;·:': ·-<' ... ::: 

010 H 10") .· pat~a.>; realizar la caracterización por 

patrones isoenzimáticos y-citólisis dependiente de contacto, no 

así para los estudios de ácidos nucléicos, debido principalmente 

a la importante disminución en el rendimiento posterior a los 

procedimientos de separación amibas/microbiota. 

Por lo tanto, se adaptaron los aislados al medio de cultivo 

monofásico de Robinson, modificado por Diamond <1982l, el cual 

tiene varias ventajas que es importante resaltar. Las amibas se 

siembran en cajas de cultivo de plástico transparente, lo qLte 

hace posible verificar el crecimiento mediante el microscopio 

invertido (sin necesidad de realizar preparaciones en fresco) y 

permite decidir el momento en el cual hacer el cambio de medio 

fresco, el empleo de antibióticos para control del crecimiento de 

la microbiota o graduar la cantidad necesaria de almidón. El 

principal inconveniente de este medio es SLl al to costo, 

representado por las altas cantidades requeridas de suero bovino. 

Para salvar este obstácuo, se probó y se tuvo éHito, en el empleo 

de plasma humano envejecido, el cual, después del tratamiento de 

descomplementación (detallado en la sección de materiales y 

métodosl, se adaptó gradualmente al cultivo y n~ se modificó el 

crecimiento de los trofozoltos. Por otro lado, resL1l ta 

relativamente fácil la obtención del plasma humano envejecido, ya 



que 

de 

con 

la separación' 

importancia en 

éstos son altamente 

endonucleasas después 

intracelulares. Para ello se 

descritos en Materiales y Métod6s que in¿luyeron: 

al La separación por gradientes discontinuos ¿~n Percoll, la cual 

habla demostrado su eficacia en la separación de trofozoitos e 

incluso fracciones subcelulares de ~.histolytica en cultivo 

axénico CRosemberg, 1985; Avron y col., 1987). Aplicado este 

procedimiento a nuestros aislados en cultivos polixénicos 

proporcionó una recuperación realmente muy baja <~ 45%1, ya que 

no se observó una banda preponderante de trofozoitos libres de 

bacterias y de granos de almidón, pues éstos se encontraron 

presentes en diferentes bandas, dependiendo principalmente de la 

cantidad de almidón ingerido por cada trofozoito. 

bl La adhesión a fibra de vidrio fué otro procedimiento diseAado 

considerando la propiedad de las amibas de adherirse a 

superficies inertes como el vidrio. Con éste se obtuvo una buena 

separación y una recuperación aceptable (~ 68%). Sin embargo, la 

recuperación de trofozoitos dependió de la extensión de la 

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



momento de cosec~ar los 

dificil obtener 

membranas amibianas 

centrifugación y 

centrifugó con los 

también empaquetadas, 

<"'-g lut inac ión con 

importantemente la 

la 

sumamente 

las 

durante la 

del 

se les co-

a su 

Todo esto disminuyó 

trofozoitos intactos. 

Pensamos qL1e una posib-1-e----solL1ción al problema de tener 

granos de almidón difíciles de eliminar, seria el uso de almidón 

SO l Ltb 1 e. Sin embargo, al observar al microscopio, esta 

solubilidad no era tal pues se observaba que el diámetro de los 

granos era de las mismas dimensiones que el almidón no soluble. 

Por lo que decidimos, desechar esta alternativa y probar otro 

procedimiento. 

Con el LISO deT medio de cúltivo monofásico de Robinson, se 

facilitó el problema de la separación~de~ la mic"'.obfota asociada, 



y 

isoenzimáticos :(zimodemos), 

patrones 

efecto citopátfco en monocapa de 

células MDCK y patrones de restricción del DNA. 

Los zimodemos obtenidos de nuestros aislados empleando el 

sistema de geles de poliacrilamida, están de acuerdo con lo 

reportado en la literatura respecto a la validez del sistema en 

poliacrilamida, ya que mejora la definición sin modificar el 

patrón de corrimiento enzimático <Matthews y col., 1983; 

col., 1986). 

Cot'rel ac ion amos los resLtl tados obtenidos 

Meza y 

de la 

caracterización in vitro de los trofozoitos de J;_.histolytica con 

la procedencia de los aislados y las caracteristicas clínicas de 

los individuos que las portaban. Los aspectos analizados en cada 

una de las cepas polixénicas se muestran en la tabla No. 2. Los 

datos considerados fueron: el origen (portador o sintomático) de 

los aislados, la respuesta inmune humoral del hospedero medida 

por Hemaglutinación Indirecta <HAII, el estudio 



Tl\BLI\ No. CORRELl\CION ENTRE Cl\Rl\CTERIZl\CION POR CRJ1'P.RTOS Cl,INTCOS 

Y CRITERIOS F.XPF.RIMENTJ\C.ES in vitro bF. .r:~~;~JXENTCJ\S DF.: 

-----------------------------------------------
CEPI\ ORTGF.N H.l\.I. a 

HM:2 r .1\. 
d 

HM:43 r .1\. 

HM: 4 4 p .1\. 

llM: 4 (i . p .1\. 

HM:4 11. T./\. f 1:64 

HM:50 11.T..l\. 1: 64 

il HEMl\GLlJ'l'lNl\CION .IND.IRECTll 

b REC'J'OSJGMOJDOSCOPill 

C KTIDPl\RES DE B/\SES 

d PORTl\DOR /IS 1 NTO!l!'A1' reo 

R.S.C.b ZIMODEHO 

N. R. 

N. R. 

I 

I 

I 

II 

ü 

.XIV 

Fl\GOCITOSJS 
CEL. HOCK 

(~) 

o 

4 

5 

e 

P1'TRON OF: 
RP.STRTcc¿oN 

{ kph) -

o :)""Íl. q 

'o . .,~º. 9 

0.7-0~9 

f l\MIBI/\SJS l~TESTIN/\L l\GUO/\ 



o 

por 

otra parte'· 

con la 

<HAI> ya 

qL1e fL1eron Dos individL1os 

(correspondiente a los aislados HM:43 y HM:44l, no presentaron 

evidencias de daño macrosc6pico en la mucosa col6nica, 

determinado por rectosigmoidoscopia <RSCl. Es importante 

mencionar la controversia generada alrededor de la validez de 

este parámetro de evaluación, debido a las limitaciones técnicas 

de este procedimiento <RSCl, ya que las lesiones podrían tener 

localización en sitios fuera del alcance del observador IPérez-

Tamayo y Morer, 19 J. Nuestros resultados para estos aislados, 

correlacionan con ID comunicadD en la· literatura, en la cual, los 

aislados obtenidos de individuos sin cuadro clinico amibiano, 

ausencia de lesiones macroscópicas determinadas por RSC y 

serologia negativa <HAIJ, han mosi~ado que no son patógenas en 

animales de experimentación <Tanimoti:J-Weki y col., 1973), no 
.. . 

da.ñan monocapa de células epiteli.ales·'· (Martínez-Palomo y col., 
''. '. ·- ·:· .· .-~-- _::-·· ,·::· --

1986) además de presentar Lln pati~óf1'liS"o'éi~-.;'imático caracteristico 
:. . _. ___ :_ -: 'i~ - .< - - - ·-

(Zf\IP) (Sargeaunt y col., 1978,;·~l97~;'f1980).; Los resL1ltados 



obtenidos paC:iente .. ·· 
-. : -. .. 

sintomático con se;ol~gia• positiv~ (~Al) también están'.'d~·acé1~t~do 
-~'.:,-·.':(\ :··:."_/ _·;{~i'. ·.::-:.-:·.". 

con lo repodad~ pcir los mismos• aútcii'-esc para aisi~d6!;; de 

r;;.. h istoly~ic~- de pac ient~s- C:on i~~ascir~ ~.~A. ~t~e~~nt'ar 
ZP y daño a monocapa .de célula~· MDCf(.~-- '''·':' ' 

-··-;_,:. J;< .. ·' .- . ._ ···. ' •' 

Por otra parte; en dos de nL1eistt~os aislados_ CHMi ~?1 y 1-l~/4~), 
los datos analizados no ios,rai~on correlación entre ~{ {'.~~i,~e0 Y. · 

la éaracteri~ac:ió~~ ;:b,S~q(1im{ca'. El é\i_slacfo HM: 5,0, ~obj¡~n).ªo¡;'~e"i.m ·· 
":~.}'. ·~:-

paciente con.· ariiib:i.aisfs',if¡,':f~stinal. aguda. y sel"ologi~ i:i:Osi~iva, 
- ,:~~·~;: - r:~::'· t :.·::,'- s:'.:~~'.;:,, :<:. -_-.- .. :' .. f <0~~.:~L-~~·-~:~'i> -},:~:;, 

presentó un pa_1:fü~6n;j';;~~'CJeifj)i.ifiíátl.c~ ~a:t6,9e¡1pf c.<Zfl ":t(po·. XIV, 

reportado para ~~1 a:.'.:iri~i~~;;:::-~~P'fs~1~geaI1rit · ~}c:'c:il' '#:tfifs~f:~~'~asta la -· 

·fecha, no eHist~n: ·:~k:c;ri :tb~2:i~n'es i' 1-~~peC:t¿·~Za~~c~,!~iZ~g~ de este 
-.~ ;..._r, • • -· ' 

tipo de zimod~m~,·<;i~~ ';J'(1'~~t~~~;,·~~~~~~}¡Ag!js,Í~ 'fésl~ ;~el efecto 

citolitico a moni:ii::ap} ·;"de'' bf!rülás\- e.¡Jú~1:Ca1es, no mostró 

::::::~e:::,:::,:::.:~ •:;.:~~~~~iíf !~~\i :t::::~:o o:u::::::o:~ 
Esto evidencia la dific~1i.tá'd;'.~t~k~{g~~~¿i~t~i~ar y correlacionar el 

comportamiento de aisl~do¡nfs,' ~,~'. /!;,.histolytica obtenidos 

directamente de heces de pi;t~f~c:J6}f~¡f:· y sintomáticos ya que el 
·)~::·. ·<" . --· 

modelo de efecto citopát'fé:o~l',éiQ';'é:°illlo~ocapa de células MDCK ha 

demostrado SL\ utilidad como mai'caéJor:,de patogenicidad en Cep,;1s de 
~;~{'." .. -,.- ,,;~8'.>f. 

f;;_. histolyti.ca mantenidas en· ·,cLi1tivos a:-:énicos COrozco y col., 
:_·.:::·]_;: 

1975; Martinez-Palomo y col.,/:·1.986L· 
.:· .. ,: .. ·-

El aislado HM: 46 obter'iicio. ·. de,:ún portador asintomático con 

serologia negativa y altsen~:i.·a·:~e :'i_'e~iones macroscópicas mostradas 

por RSC mostró un ZNP al :ln"i.ci~r~-é-_eil. cL1ltivo en medio de cL1ltivo 

poli:<énico <Meza y col.'/, '1,986) ,. y-· _actL1almente despL1és de 



nl\mef•osb~: pa~e~ ~n estos CLtl ti VOS poli ltén.icos, conservando la 

mi. C:robi~t~ •. ot:.L;i {h~l C:ori la qLte ,fLte aislado, . ha mostrado ltn .cambio 

en s¡.1 ~ci~r)qw~;~¡ed~c:> bioqL1imico y fisiológico, ;.al virar de 

zimodf:iijb;:tI¡:ici'}·4fá~~~<·ZNP> a ziinódli!mo tipo rr . <ZF'>;:.Y c~Llsar dañó á 
e" .~ ~./: •• •. _.-,. • ' • " ' • • ,,.:::·' •• ·' 

monocápá'°ct~';cé_.1,ul'as"~I>Cfi.,/ ¡:,t"~·seritandci una .. cc,pciCi5t;¡p;~e:,p1a :;de. \.In~··· 
-" ,:.,.,.·· ··.·.,·· 

cepa t=lató~~na. E:.{ C:á~bÍ~ de . z.imoci'émo/ •tj.paj.I;)(iJc:ii'P·a;fó'9~rio> a 

zimodemo tip~/ Ir ,}(p~~tó~·:~~¡ +~n )c~:~~~ ~;~ ,¡f~;~\5t;:,1ytica fLte 

reportado anterioí;menté pór Mft~e1in~n ;\':~Ji:.;fhe¡'a6)~/cÓhfirmado por 

J.os estudios de Andrews y col;, 't19&p;;,;;:~frX.~rn~~;go, no han sido 

reportados cambios en el C: ompcitj'f~};~~~J 't~I·~:qLÍK~;i C: o ( z i mc:Jd emos l y 
fisiológico 

cepas de g.histolytica SLl 

microbiota original. 

Se reconocen modifican el 

el mantenimiento prolongado en cultivos' áNénicos, tomado como 

responsable de la pérdida de virLtlencia (Ph1liphs, 1954; Vincent 

y col., 19601; además, se sabe que la virLtlencia de las cepas 

crecidas axénicamente se ve aLtmentada en trofozoitos recLtperados 

de abscesos hepáticos inducidos e~ anlmales de experimentación 

CLLtshbaugh y col., 1978; Bos y col., 1979; Mattern y col., 1982; 

Das y col., 19761; también la vi~Ltiencia aLtmenta con la adición 

de colesterol al medio de cult1~o. <Das y col., 1979; Westphal, 

19371. .. 
Se sLtgiere qLte el camhid dé zimodemo podría ser; resLtl tado 

de: la interacción con; •;SLt'.:::mi'crobiota (Mirelman y col., 1986; 

Andrews y col., 19901 ;: . o .. del :~estrés al cLtal son sometidos los 



tro'fozoí fos durante el' proceso d~ a>:eniza~:i.ó~ (sa~gea~1~t- y c:ol., 

1987) o bien, que el 

selec:c:ione. preferentemente;. 

19 __ )' aceptando la e:dstenciá 

carc:terístic:ás en 

Sin ·embargo·, no 

mantenidos en"'· 

cuales se· 

originales •. ·. 

Se 

C:Ltltivadas en' 

para nuestro estudio (Tabla 

Las c:epas 

aisladas 

zimodemo tipo II 

células MDCK ( 100, 85 

Diamond 

c:ol., 

resultados 

están de acuerdo con lo comunicado ·en .la· literatura CSargeaunt y 

col., 1978; Orozco y col., 1975; Martínez-Palomo y col., 1986). 

Estas 3 cepas presentaron tambien el doblete característico de la 

especie histolytica. Finalmente la cepa Laredo, aislada de 

acuerdo a la literatura, de un paciente con amibiasis intestinal 

aguda presentó un zimodemo que lo agrupa en la especie 

histolvtica-like, 

células MDCK ni 

no presentó daAo a monocapa confluente de 

tampoco el patrón de restricción que lo 

caracterizarla como de la especie histolytica. 

El polimorfismo en los patrones de restricción del DNA no 

identificó un patron característico en los aislados de 



T/1131.J\ !'«>. :; • CORREl.JICICtl ENTRE ORIGEN Y C/\R/\CTERT7.l\CION EXPER IMP.NT/\f, 

in vitro DE CF:Pl\S /\XENIC/\S DE Entamoeba histolytica 

CF:Pl\ ORIGEN 7.J.MODEHO Fl\GOCITOSIS 
CE[.. HlJCK ( % ) 

HM: 1 ~IMSS~ c;x.t:x~~':,?t96j)~~;~ II 

llM:J8.'.:tMSs' '.il:Y'.'fi.~(.197~2i) >H 
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~.histolytica obtenidos de portadores y pacientes sintomáticos, 

no permitiendo difer~n¿ia~~epas patógenas ~e no patógenas, •in 

embargo, es de sign{fica~¿ia. taxonómÍca e .indica que los 6 

aislados perten~c~n ~ la,especie blstolytica. ya que muestran el 

doblete común de cl.7a.'2,.~,k~b,·car~aderísÚco de esta especie y 

que se encL1ent~a. aL\E;~~t~f .~~~)1ai> ~sp~ciek nci-histolytica, como 

fue demostt'ado en :i'.'l 'Ldi~a~(L~redo uti 1 izada como control, de 

acuerdo a lo informactci ;~~;,;~B~t'taáh~ry~ y col (1988) para cepas 



9. CONCLUSIONES 



CONCLUSIONES 

1. Se masivo de 

Entamoeba 

2. de separación 

fue el método de 

redL1cción 

3. - En estudiados hubo 

correlación de procedencia CRSC y HAII y 

la caracterizai:il:in é~(periment-al in_ vitro de 

<Zimodemo, lisis de células MDCK> 

los parásitos 

4. El aislado HM:50, proveniente de un paciente con 

amibiasis intestinal aguda y serologla positiva, presentó un tipo 

de zimodemo patógeno 

nuestro pals 

<XIV> no comunicado anteriormente para 

5. El aislado HM:46 proveniente de portador y mantenido en 

cultivo polixénico con su microbiota original, presentó cambio de 

zimodemo no patógeno CI) a zimodemo patógeno CII) 

6. El patrón de restricción del DNA de Entamoeba histolytica 

con la enzima EcoR1 no diferenció entre aislados provenientes de 

portadores y sintomáticos, 

(clasificación de especie) 

sólo sirvió para fines taxonómicos 
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10. ANEXOS 



ANEXO No. 1 

Acido ascórbico -~~ 
. . 

Citrato férrico-amónito .·, .• :; ;'. ~· .• ·•·• ;<·;;; ... '·" ..•..... 
, , , 

0.03 g 

F'reparación: 

Se afora con agua tridestilada y desionizada (conductividad 

< 0.1 omhs) hasta 820 ml. Se ajusta el pH a 6.8. Se pre-filtra en 

papel Watman No. 541 y 40, se filtra con pre-filtro Watman No. 

541, 40 y la membrana Millipore de 0.45 µm. Finalmente se 

esteriliza en autoclave a 15 lb/in= durante 20 minutos. La 

complementación del medio se lleva a cabo con sue~o de ternera o 

bovino inactivado y vitaminado. 

Para inactivar el suero es necesario colocarlo en un baffo de 

agua a 56ºC durante 30 min, agitando suavemente y de manera 

constante. A cada 100 ml de suero linactivadol, se le añade 20 



ml de ~olu~ión , vi.taníinas - de Diainond CSüero .. súplementadol. 

se le aRade 20 ml del 

MEDIO DE ROBINSo~)p~~A POLlXENICÜ DE ~.histolytica 

A. AGAR SALINO INCL..!NADO. 

1. Pesar 1. 5 g de agar noble 

2. Disolver en 1 (l(> ml de agua destilada 

3. Agregar o. 7 g de NaCl 

LJ .• Mezclar las soluciones y se 

observe transparente 

5. Distribuir en botellas· de 

capacidad en allcuotas de 3.0 o 

6. Colocar las botellas en Lln cesto-metá}ico--- y'c-esterilizar en 

autoclave a 15 lb/in~ durante 15 min con los tapones flojos. 

Cerrar las botellas y dejar enfriar en forma inclinada. Almacenar 

en refrigeración. 

B. SOLUCION DE ERITROMICINA AL 0.5X C98X DE PUREZA) 

Pesar 0.5 g de eritromicfna base.¡- disolver en 5 ml de etanol 

al 70X y dejar reposar por 2 h. Pasado ~ste tiempo aforar a 98 ml 



con agua desti~ada estérii helada. Repartir en botellas de 20 ml 

con tap.ón•. ·de rosca, en alicuotas de 10 ml y almacenar en 

congelación. 

C. BACTOPEPTONA AL 20Y. 

Disolver 20 g de bactopeptona: o peptona ~ibfri,bta'sa ·. en 100 
<·}d ;.'.\:~ -.·_._.. .:-:\:: •. ·:,-..:. 

ml de agua destilada, mezclar'•· é:aient~~?? ¿hasta:- dis~iver la, 
·\~;=~ 

repartir en botellas de 20 ml'con tapón ;:¡e i·o~ca;·c;\erfa1ií::uotas de 

10 ml, esterilizar en aLitodi~~~;;~ }~ ibli'n~'·~Lli'a~~~ Í5 mir! con 
<:\'. :. _·.··> .- .:: ·> '. :_:. __ -.~ .. -, ~:.' -_ ';:.:::., - .. -. 

los tapones flojos y alma~eri~·¡, ~~ +'t'.-efí,igéráció
0

n\ ' 

D. ALMIDON DE ARROZ 

··: ..•. ·:~":;~/·•· 
~-- '. ': . 

Esterilizar de 2 a 3 g de·:~;~6~ en .frascos de . . . . . : 

boca ancha con tapón de rosca en aLitoclave :. a. _i5 ·lb/in"' por 15 

min. Posteriormente, pasar a un horno de:15~ºC durante 2.5 h. 

Almacenar a temperatura ambiente. 

E. BIFTALATO 

Solución 10 X. 

1. Pesar 25.5 g ·de biftalato de potasio 

2. Agregar 200 ml de agua destilada 

3. Disolver el precipitado con NaDH al 40Y. 

4. Ajustar el pH a 6.3 con NaOH al 40Y. 

5. Completar a un volumen final de 250 ml 

6. Alicuotar en botellas de 10 ml 

7. Esterilizar en autoclave a 15 lb/i82 .por 15 min 

8. Almacenar en refrigeración 



Solución ~e trabajo 1 X. 

To~a~ 10 

Solución 

Clo~uro de 

Acido cltrico •..•..•.• 

Fosfato 

Sulfato de 

Sulfato de magnesio (7 

Acido láctico (al 98%) 

Preparación: 

g 

50.00 g 

12.50 g 

25.00 g 

1.25 g 

100.00 ml 

2.50 

Disolver todos los componentes en 2 1 de agua destilada. 

Aforar a 2.5 l. Distribuir en botellas de vidrio en allcuotas de 

400 ml. esterilizar en ~utoclave a 15 lb/in 2 y almacenar en 

refrigeración. 



Solución de trabajo 1 X. 

l. Tomar 50 

2. 

3 .. 

4. 

G. MEDIO 

de medio 

(el pH no 

H. SUERO BOVINO Y 

El suero bovino, 

" 

ml 

descongeló y descomplementó a 56ºC dLtrant'E!,,30 min, posteriormente 

ee almacenó a -20ºC hasta su uso. 

El plasma humano se obtuvo de plasmas humanos envejecidos, 

donados por el Centro Nacional de la Transfusión Sangufnea. Se 

descomplementó colocádolo a 56ºC durante 30 min en baño de agua. 

Se centrifugó a 6,000 rpm para eliminar el exceso de grasa. Se 

mantuvo a -20ºC hasta su uso. 



l. MEO.ID COMPLETO "BRS" 

Mezclar vol~menes 

descomplementado y temperahtra 

ambiente¡. 

J. MEDID DE 

Liquido completo se 

mezclan st1Cicfü:~~.~ift~l.Kt~1;Í.~t;'{2C.;Sl,~inlde· medio completo "BRS" y 

se disúelven ;<:,~· mg· de arÚ~¿~ ·a~.:~rt~oz; 

ANEXO No. 3 

MEDIO BIFASICD DE BDECK Y DRBDHLAV 

Preparación. 

Se coloca el nómero de huevos requeridos en un matraz de 

1,000 ml (que contiene pedacerla de vidrio>, se agita 

vigorosamente hasta obtener una mezcla homogénea, posteriormente 

se agrega un ml de sangre por cada huevo empleado y se agita 

nuevamente. A continuación se coloca Lin. filtro (manta de cielo o 
.· .. :_-.·?;· 

gasal y se pasa la mezcla. Se 'C:oi'Ci.can· aproHimadamente 50 ml de la 
:;, ·~·.'. 

mezcla en matraces de 250,ml: y:;se¡'les fabrica un tapón con gasa. 



prepara el ·autoaaÍI~ hasta. llevarlo a la 

temperatLtra deseada •. C65°b(. é~t~·nte!ó ····~·~···· cÓÍ:b~~·n ·. los matraces 

Previamente se 

o 30. min (~~;.'úi.cárld~~~ el ·~o~~nfo en qLte ocLtrra la 

y se:>d~j¿¡~t!' k~f.~iar ~br'24< 11. 

esteriliza a 15 ~b<~j~g:.pr~sl6n pOr fo min con escape lento y se 
. ·::.:··, ·-

mantienen a 4ºC h:.ist~~ ~Lt Ltso. 

durante 25 

coagLtl ación J Finalmente se 

SOLUCION DE 

NaCl ..••• : /~. 9.00 g 

0.20 g 

0.20 g 

ce 

ANEXO No. 4 

SOLUCIONES PARA REVELAR ACTIVIDAD ENZIMATICA 

l. 10 ml Trizma-HCl 1 M pH 7.4 

2. 20 mg NADP-

~. 0.3 ml ácido mélico 0.1 M 

4. 10 ml MgC1 2 O. 1 M 

5. 20 mg MTT 

6. 4 mg PMS 

Aforar a 100 ml con agua desioriizada. 



He:-:ocinasa 

1. 10 ml Trizma-HCl 1M pH 7.4 

2. 24· mg NADF'"" 

3. 190 mg glucosa 

4. 96 U Glucosa-6-P-deshidrogenasa 

5. 7.6 ml MgCl"' 

6. 24 mg MTT 

7. 4 mg F'MS 

8. 72 mg ATF' · 

Aforar a 100 ml con agL1a. desion·izada 

Fosfoglucomutasa 

1. 10 ml Trizma-HCl 1 M pH 7,4. 

2. 1 O mg NADF'"" 

3. 200 mg glucosa-1-fosfato 

4. 40 U glucosa-6-P-deshidrogenasa 

5. 10 ml MgCl2 0.1 M 

6. 20 mg MTT 

7. 4 mg F'MS 

Afo~ar a 100 ml con agua desionizada 



Glucosa fosfat6 isomerasa 
.-. ,;-;,·:. ;_; . 

.. ~:.·:;/-;:..:;·:, ... ·'<.: 

.1. .10. inl zrri~~~:.:Hd r<MipH-s.o 
. :.-·:- ... ~/::<:.·,·. ";. 

·;{:: 

. - ·''~. .. . 

2. 1 o fll9 '~AD¡¡·+,\ 

3. 36 

4. ~io 

5. 10 

6. 1 (! 

. mg i;,¿~iJiJi;Í~6J~o~~ato 
ü ~1Ltc~;~:;62~-oeshior'6genasa 
mi Agc;~>· 
mg MT~-

7. 4 mg F'MS 

Aforar a 1CJCi ml ccon- agua desionizada 

ANEXO No. 5 

SOLUCIONES F'ARA EXTRACCION DE DNA 

Solución amortiguaoora 

Tri zma base 1 M pH B. Ct • ·-·-·_.'.:' 

f<Cl 2. 4 M 

MgCloo 1 M 

DIFF' 169.77 mM ..•.•.••••••••• ~. 

p-hidroximercuribenzoato 100 inM ••• 

¡¡1 --

100 µl 

-100 µl 

1 (l(I µl 

0.0626 mg/ml 

117 µl 

100 µl 



Las solüC::i.C5i-íes conC:E?nfracicis .de cad~ uno• cili? lCJs ~omponE;mtes 
. ".'· -·:::, 

se preparan en ag(i_a !J idesi; i lada. ~stét~i l _<ABEl y _s_e guardan a 4.º C. 
><. ~-J':·t_:.·.·::}:::·:·:.--,-: .. ·;.'·-.-<;-:~.·- ·.:;. ::·,,~~ ··.'., 

La solución <\mot~}-i,guad6ra. completa :se _;prepára inmediatamente 
- -.. ·, '' ';., ,_. _.,. _--:~:':~¡;~ -_{-:.'.i'.~i , 

antes de utiÚ~at·s~; ,, 

Solución 

Nonidet P-'-40.; .·;: •• ;:. ; ••.•• -.- .••••••••.••••••.••••••••• 10.0 g 
' •' - .. 

Agua b ides_t i lada estéri 1 ' ••••••••••••••••••••••••••• 100.0 ml 

¡Jolución de sacarosa 

Sacat·osa 1 M ••••••••••••••••••••• ~ ••••••••••• _ •• • ••• • 68.46 g 

f<Cl 2. 4 M • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 100. 00 µl 

MgCl,,, 1 M •..•.•••••.••..•••• ~ •••• _ •••••••••• •:• •• -'. ••• _ •.• 100. 00 µl 

Trizma base 1M pH 8 •••••••••••••••••.••••• ; ~. 100. 00 µ1 

Agua bidestilada estéril aforar_ a_•_•••., __ ._._•:•-·._~ __ •:••_•_•_• lt)0.00_ ml 

La solución se prepara al momento de utilizarse. 



EDTA O. 5 

Sarkosyl 

Proteinasa K 2mg/~l "·~· 

AgL\a bidestilada estéril 

Reactivo de Sevag 

16;81 g 

g 

µl 

·:'ml. 

Cloroformo ••••••••••••••.•••.•••• ; .•.. • ••.•••••••• ; •••••• 96. O ml 

Alcohol isoamilico ; .. .. .. .. • • • .. .. .. • • • .. .. • • .. .. .. • .. • 4.0 ml 

Una vez preparada se almacena a 4"C hasta su uso. 

Etanol absoluto ...•...•.••••.••••••.••••••••••••••••••• 70 ml 

Agua bidestilada estéril ••••..•••••••••••••.••••••• ~~ •• 30 ml 

Una vez preparado se almacena a 4ºC 

Etanol absoluto 

Mantener a -20ºC hasta su uso. 



ANEXO No. 6 

2.5 ml 

Buffer de 

Dl\IAsss 10 

Volumen to~al •• ~~: 

ANEXO No. 7 

AMORTIGUADOR DE HIBRIDACIDN 

SSC 20 X • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 2. 5 ml 

Formamida desionizada al 100/. ••• , •• ; ~ •••• , •••• ,......... 5.(1 ml 

SolL1ción Denhardt 10<1 x Xconcerit-t•.oiC:-ron-"finar-1,-x> •••• -~,. 0:1-¡n¡:-

Buffer de fosfato de sodio o.~':-M,~H6. 5 <Concentración 
- ~',·: ::·::,>:··~· 

final 20 mM ••••••••••••••• ;<_:;,;::."~,;.,.................... 0.,4,ml 

Dextrán sodio sulfato al 50~ (Contentración final de 1CIXJ 2.(1 ml 

Volumen total 10.0 ml 



ANEXO No. 8 

SOLUCION DENHARDT 

F icol l . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ; ............. , . 

Polivinilpirrolidona IPVPI •••••••••••• 

Albúmina Sérica Bovina IBSAI ••••••• 

SSC 3X aforo a 

Se almacena an alicuotas a -2o•c, 

2.0 g 

g 

g 

ml 
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