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RESUMEN 

Introducción. Existen dos cepas de Entamoeba histolytica, morfológicamente 

idénticas pero con diferencias enzimáticas, inmunológicas y genéticas; la patógena y 

no patógena, E. histolytica y E. dispar respectivamente. 

Objetivo. Establecer la confiabilidad de reacción en cadena de polimerasa (PCR) 

directamente de materia fecal para diferenciar E. histolytica de E. dispar con sondas 

descritas que reportaron poblaciones mixtas. 

Material y métodos. Materia fecal positiva por microscopia de luz y confirmada en la 

institución, inoculadas en Robinson para su crecimiento y !izado de trofozoítos 

realizándose zimodemos y clasificación dentro de XXIII patrones descritos. Se extrajo 

ADN directamente de materia fecal y se realizó PCR con sondas ya descritas. 

Resultados. Se recolectaron 2,560 muestras, visualizándose por duplicado 1,813 con 

238 positivas por microscopia logrando cultivo positivo de 27% (64/238) y con 

crecimiento para zimodemos en 16, mismas que se realizó PCR. Se clasificó 15 como 

no patógenas (1=12, XV=2, XVI=!) y una patógena (Il=l) por zimodemos, y por 

PCR 15 no patógenas quedando incluida la cepa patógena por zimodemo y se obtuvo 

una patógena que por zimodemo correspondió a no patógena. 

Conclusiones. La eficacia del cultivo fue baja (27%) y solo 16/64 ideales para 

zimodemos. Los resultados por ambos métodos corresponden a presentación clínica 

(90% asintomáticos), ya que identificaron 94% como no patógenas; los resultados 

cruzados con ambos métodos, podría explicarse como error en procedimiento (todos 

por duplicado), además de que las sondas de PCR fueron diseñadas de región no 

codificante del gene ARNr. Es necesario diseñar sondas de zonas codificantes para 

diferenciar ambas cepas. 
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INTRODUCCIÓN 

Las parasitosis intestinales continúan como un problema de salud pública mundial 

debido a su estrecha asociación con medio socioeconómico bajo y malos hábitos 

higiénicos. La amibiasis producida por el parásito protozoario Entamoeba histolytica, 

es una enfermedad prevenible y curable que ha alcanzado una cierta estabilidad 

epidemiológica y que afecta principalmente a los países no desarrollados (1). Es 

considerada como una representante fiel de lo que se ha denominado patología de la 

pobreza; ha llegado a observarse en países con gran desarrollo económico, pero su 

frecuencia es incomparablemente más alta en aquellos que no lo poseen. México se 

encuentra entre las naciones que se consideran los máximos representantes mundiales 

de dicho padecimiento conocido en los medios de investigación de esta parasitosis 

como "las patrias de la amibiasis" (1). 

La infección arnibiana se ha estimado que presenta una frecuencia del 10 al 12% de la 

población mundial, incrementándose en zonas tropicales. En 1981 se menciona que 

aproximadamente 480 millones de personas en el mundo portaban el parásito, con una 

morbilidad de 36 millones de casos y una mortalidad de 40 mil pacientes (2). 

La frecuencia en México varía de O a 55% de la población, basados en encuestas 

realizadas en portadores asintomáticos, presencia de anticuerpos y casos nuevos. 

Desde el año de 1974 la inspección serológica nacional, con casi 20,000 muestras 

clínicas, mostró una frecuencia de 6% con anticuerpos detectables por 

contrainmunoelectroforesis (2,3). En 1989 se calculó que seis millones de personas 

fueron seropositivas para E. histo/ytica, cerca. de un millón estuvieron infectadas en el 

momento y aproximadamente 200 mil sufrieron disentería o absceso hepático (1 ). En 
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una investigación serológica más reciente (1994), en donde fueron analizadas 67,668 

muestras sanguíneas se encontró una frecuencia de 8%, esto nos traduce que en 

nuestro país no se ha registrado gran variación en las cifras epidemiológicas en los 

últimos años (4). 

El problema para establecer una cifra epidemiológica real a nivel mundial se debe a la 

sensibilidad de los múltiples y diferentes procedimientos diagnósticos utilizados, 

además de la tendencia a sobrestimar esta enfermedad en áreas endémicas debido al 

gran número de casos clínicos de diarrea y disentería, a la realización de los exámenes 

de heces por profesionales sin experiencia, la excreción intermitente de quistes y la 

persistencia de anticuerpos serológicos (2). 

La contaminación de alimentos con quistes maduros provenientes de portadores, la 

transmisión de persona a persona, el saneamiento insuficiente y los hábitos higiénicos 

inadecuados son los mecanismos más frecuentemente identificados en la transmisión 

de este parásito ( 1, 5, 6). 

Entre los grupos de alto riesgo se encuentran viajeros, inmigrantes, trabajadores 

emigrantes, individuos inmunocomprometidos, individuos internados en instituciones 

mentales y homosexuales masculinos sexualmente activos (6). 

La primera descripción del trofozoíto de Entamoeba histolytica es atribuida a Losch 

en 1875 llamándola Amoeba co/i (5); pertenece a la superclase de protozoarios 

formadores de seudópodos Rhizopoda, dentro del subfilo Sarcodina; es una de las seis 

amibas del género Entamoeba que son conocidas para infectar al hombre. El ciclo 

vital no es complejo, incluye trofozoítos uninucleados, prequiste uninucleado, quiste 

con dos o cuatro núcleos, metaquistes y trofozoítos metaquísticos uninucleados (7); el 

quiste logra sobrevivir durante semanas o meses en un medio ambiente húmedo 
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apropiado; la ingestión del quiste resulta en el desenquistamiento en el interior del 

intestino delgado con la infección del colon por los trofozoítos, los cuales solamente 

experimentan un enquistamiento y fuera del organismo degeneran en el curso de 

minutos, son rápidamente destruidos por el pH ácido y las enzimas presentes en el 

medio gástrico; una de las principales razones de la elevada prevalencia de la 

enfermedad en todo el mundo es el estado de quiste lo cual le permite atravesar todas 

estas barreras gástricas y soportar el medio ambiente adverso (5, 6). 

La gran mayoría (90%) de los pacientes son portadores asintomáticos, y únicamente 

el 10% presenta sintomatología clínica, siendo las formas extraintestinales las más 

graves y con riesgo para la vida (1, 5, 6). Tratando de explicar estas dos conductas 

clínicas, Brumpt desde 1925, sugirió dos diferentes clases de amiba, una que ocasiona 

enfermedad llamándola Entamoeba dysenteriae y otra totalmente benigna asignándole 

el nombre de Entamoeba dispar (8), fundamentando esta clasificación exclusivamente 

en observación clínica, motivo por el cual no fue aceptada. El primer soporte 

bioquímico para esta hipótesis, fue realizada en 1978 por Sargeaunt y Williams (9-11) 

en base a diferente patrón de migración electroforética (Zimodemos) de cuatro 

enzimas glicolíticas, clasificándolas en patógenas (actualmente llamada E. histolytica) 

a las que ocasionan enfermedad y no patógenas (actualmente llamada E. dispar) para 

las benignas. En los últimos diez años se han establecido diferencias genéticas y 

moleculares que apoyan esta hipótesis (7, 12). 

En la actualidad el diagnóstico mundialmente utilizado para la identificación de 

arnibiasis intestinal es la microscopia de luz de materia fecal en dos fases, la primera 

por concentración en búsqueda de quistes y la segunda un frotis de moco fecal en 

búsqueda de trofozoítos de E. histolytica/E. dispar (2), el cual no establece la 
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diferencia de estos dos tipos de cepas, motivo por el cual se desarrollaron nuevos 

métodos que permitieran diferenciarlas, como Técnica Inmunoabsorvente con Enzima 

(ELISA) en materia fecal con anticuerpos monoclonales (13) y técnicas de biología 

molecular (14, 15). 

En contraparte, existe otra hipótesis con menor fundamento teórico y actualmente en 

vías de desuso, en la que se expone un sólo tipo de cepa, la cual presenta una 

virulencia cambiante y dependiente de factores del huésped, medio ambiente y el 

mismo parásito (1, 5). 

El tratamiento de la arnibiasis se realiza en base a metronidazol y/o emetina en el caso 

de amibiasis invasiva, sin existir controversia en este punto. Existe actualmente la 

duda de que los pacientes asintomáticos y con presencia de amibiasis intestinal 

(presumiblemente cepa no patógena o E. dispar) requieran realmente tratamiento, 

teniendo en consideración los efectos secundarios indeseables y el gran gasto público 

que ocasiona, además de tratarse de la gran mayoría de los pacientes (5, 6). 

Actualmente la Organización Mundial de la Salud (OMS) recomienda que debe 

intentarse establecer a Entamoeba histolytica como agente causal y administrar 

tratamiento y en caso de identificarse Entamoeba di~par el tratamiento es innecesario 

(16). 

La prevención de la arnibiasis intestinal y extraintestinal (principalmente el absceso 

hepático) constituye dos propuestas inmunológicas diferentes, por supuesto, al 

prevenir la primera se prevendría automáticamente la segunda, sin existir hasta el 

momento una vacuna convincente de inmunidad protectora efectiva contra la 

arnibiasis intestinal recurrente aunque existen ensayos prometedores con vacunas de 

ácido desoxirribonucleico (ADN) para inhibir la adherencia del trofozoíto (17) y en lo 
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que respecta a la inmunidad para absceso hepático amibiano, se han utilizado 

múltiples antígenos de E. histolytica a nivel experimental con una eficacia que va 

desde un 64% hasta un 100% con el antígeno de una proteína rica en serina (18) y 

54% de eficacia con un antígeno de una proteína de 29 kilodaltons (kDa) (19). Por lo 

tanto, en el momento actual, en cuanto a la prevención de la amibiasis, el mejor 

mecanismo es el control de su transmisión, incluyendo buena higiene, saneamiento 

ambiental y tratamiento de las aguas (l, 20). 

10 



MARCO TEÓRICO 

Brump en 1925 estableció por primera vez la hipótesis de la existencia de dos 

diferentes cepas de Entamoeba histolytica, las cuales eran morfológicamente iguales, 

pero presentaban un patrón clínico diferente, una que era productora de enfermedad y 

otra que se comportaba de manera totalmente inocua, llamándolas Entamoeba 

disenteriae y Entamoeba dispar respectivamente (8). Esta hipótesis no fue aceptada 

debido a su único fundamento clínico de la infección de gatos con cepas de E. 

histolytica obtenidas de portadores asintomáticos y la no consecuencia de 

enfermedad, además de su no diferencia morfológica al microscopio. Fue hasta 1978 

en que Sargeunt y Williamas (9-11) presentaron la primera evidencia bioquímica para 

establecer esta diferencia, en donde se aislaron en medio monoxénico de Robinson 

(21) cepas de E. histolytica de 85 pacientes que cursaban con amibiasis intestinal y 

extraintestinal caracterizándolas en base a su velocidad de corrimiento electroforético 

de cuatro isoenzimas: Glucosa fosfato isomerasa (GPI), Fosfoglucomutasa (PGM), L

malato:NADP+ oxidoreductasa (ME) y Hexoquinasa (HK), y fueron clasificadas 

como cepas patógenas aquellas aisladas de pacientes con absceso hepático amibiano ó 

pacientes con diarrea mucosanguinolenta y con identificación de trofozoítos 

hematófagos y llamó cepas no patógenas a las procedentes de pacientes totalmente 

asintomáticos. Este método de clasificación es llamado electroforesis de isoenzímas o 

Zimodemos, y es definida como una población en la cual la movilidad electroforética 

de enzimas específicas difiere en poblaciones símilares, método que ha sido utilizado 

también como marcador genético en plantas (22). 

11 



A través del tiempo y de más de 6,000 aislados clínicos patógenos y no patógenos 

Sargeaunt ha demostrado una correlación positiva entre el patrón electroforético y la 

asociación clínica de las cepas aisladas. Hasta el momento se han identificado 23 

diferentes zimodemos de amiba, de Jos cuales diez han sido asociados a enfermedad 

(cepas patógenas) en el huésped (11, 11 gama, VI, VII, XI, XII, XIII, XIV, XIX, y 

XX) y son caracterizados por tener una banda alfa en PGM y una banda de migración 

rápida en HK siendo los restantes patrones no patógenos (1, 111, III alfa, IV, V, VIII, 

IX, X, XV, XVI, XVII, XVIII, y XXI) (23, 24). Los zimodemos presentan serios 

problemas de aplicabilidad: requieren del cultivo monoxénico del parásito, el cual 

tiene una eficacia máxima de 36 a 50% en el mejor de los casos, consumo de tiempo, 

ya que requiere de al menos de 72-96 horas para su crecimiento y necesitando como 

mínimo una cosecha de 50,000 trofozoítos para obtener la cantidad suficiente de 

isoenzimas para su caracterización, además del personal capacitado y experimentado y 

un costo elevado (7, 25, 26), por lo cual es una técnica que no es factible desarrollarla 

en los laboratorios de rutina. A pesar de este gran número de problemas que 

presentan los zimodemos, es considerado como el estándar de oro para la 

caracterización de patogenicidad de E. histolytica (7, 27). 

En contraparte y con el objetivo de valorar la confiabilidad de los zimodemos, se 

realizaron investigaciones donde en base a cambios en las condiciones del cultivo 

durante axenización de una cepa se encontró alteración en su migración enzimática de 

un patrón no patógeno inicial a un patrón patógeno y al reinstalar las condiciones 

estándar regresó a su estado inicial no patógeno (28-30); para tratar de establecer Ja 

reproducibilidad de estas investigaciones, Clark, Cunnick y Diamond reprodujeron los 

experimentos de manera exhaustiva sin lograr el objetivo, con lo que concluyeron la 
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buena estabilidad de los zimodemos y que las conversiones reportadas pudieran 

tratarse de otras especies distintas de E. histolytica (31 ). conclusión que fue aceptada 

por los autores que inicialmente describieron ésta conversión. Otro sustento. pero de 

manera clínica, es el hecho de que nunca se ha aislado una cepa con patrón no 

patógeno de un paciente con sintomatología clínica. aunque con muy baja frecuencia 

se han reportado cepas patógenas de pacientes asintomáticos (1). 

Hay suficientes evidencias genéticas que apoyan la hipótesis de que se trata de dos 

diferentes cepas, tales como sondas de ácido desoxirribonucleico (ADN) específicas 

de E. histolytica que hibridizan para cepas patógenas ó no patógenas comparadas con 

zimodemos (32, 33); además de que los genes de ácido ribonucleico ribosomal 

(ARNr) son diferentes por secuenciación en un 1.7% (34) entre ambas cepas. estando 

éstas diferencias localizadas en las regiones variables reconocidas de la pequeña 

subunidad del ARNr (35, 36) y un gene codificante para la enzima superóxido 

dismutasa conteniendo hierro son diferentes en 5% de sus nucleótidos entre cepas 

patógenas y no patógenas (37). A raíz del gran número de evidencias inmunológicas, 

genéticas y moleculares apoyando la hipótesis de que se trata de dos diferentes cepas. 

se ha iniciado con el uso de la diferente nomenclatura de Entamoeba histolytica para 

cepa patógena o productora de enfermedad y Entamoeba dispar para cepa no 

patógena o presente en portadores asintomáticos (16, 38). 

Con el advenimiento de técnicas de biología molecular. el estudio de E. histolytica/E. 

dispar ha logrado avances importantes en los últimos 1 O años. principalmente en lo 

que respecta a su análisis genético para tratar de establecer las diferencias entre éstas 

dos tipos de cepas (39-41). La mayoría de los estudios iniciales han sido realizados en 
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cepas axénicas de referencia, las cuales se aislaron hace aproximadamente 40 años, 

tales como HM-1 :IMSS, HK9, NIH:200, SA W 1769 entre otras ( 1, 25). 

El diagnóstico actual y universalmente utilizado en México y el mundo para la 

identificación de amibiasis intestinal es la microscopia de luz, en donde por medio de 

la observación de un frotis de moco fecal fresco, obtenido con cucharilla rectal, se 

buscan trofozoítos de E. histolytica/E. dispar, presentando la necesidad de realizar la 

observación dentro de los primeros 30 minutos de recolectada la muestra, debido a la 

corta viabilidad de los trofozoítos a medio ambiente; la muestra debe ser diluida en 

solución fisiológica para observar los característicos movimientos ameboides en un 

solo sentido, además de tratar de identificar trofozoítos con eritrocitos fagocitados, 

con el objetivo de poder inferir, sin lograr asegurar, que se trata de E. histo/ytica y no 

de E. dfapar; éstas estructuras son fácilmente confundidos con macrófagos y 

leucocitos polimorfonucleares, lo que lleva a sobrediagnosticar erróneamente (2, 5, 

6). Como una segunda parte de la microscopia de luz se realiza concentración de la 

materia fecal por diferentes métodos (flotación con sulfato de zinc, sedimentación con 

acetato etil formalina, etc.) en búsqueda de formas quísticas, detectando por estos 

métodos de concentración 40-50% mayor positividad que la examinación directa de 

moco fecal fresco. Los quistes de E. histolytica/E. dispar son fácilmente confundidos 

con quistes de otras especies de parásitos, principalmente Entamoeba co/i, 

Iodamoeba ó Endolimax, ya que sus únicas diferencias son en cuanto al tamaño y al 

número de núcleos (2). 

Es necesaria la observación de por lo menos tres o más muestras de materia fecal, de 

diferentes días (por la excreción intermitente de quistes), para lograr identificar más 

del 80-90% de muestras positivas, con el requisito de una amplia experiencia por 
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parte del técnico microscopista (5). La microscopia de luz es un método tedioso, 

requiere gran consumo de tiempo, es caro y es necesario un alto grado de experiencia; 

presenta además para la examinación exacta de las heces, Ja dificultad de Jos múltiples 

factores que pueden interferir es su interpretación y subdiagnóstico tales como: 

drogas (tetraciclinas, sulfonamidas, antiprotozoarios), laxantes, antiácidos, 

antidiarreicos, y medios de contraste radiológicos (2, 5, 26). 

La microscopia de luz de materia fecal en sus dos partes, Ja examinación fresca y por 

concentración, no permite realizar la diferencia de ambos tipos de cepa, E. histolytica 

y E. dispar, debido a que ambas son morfológicamente idénticas, con Ja única 

característica de que si son observados trofozoítos hematófagos en el frotis de moco 

fecal fresco se puede presumir que se trata de E. histolytica. 

Otro método utilizado para el diagnóstico de amibiasis es la serología, Ja cual traduce 

contacto sin especificar el momento, presentando mayor positividad aquellos 

pacientes que han sufrido absceso hepático amibiano (85-90%). En los pacientes con 

amibiasis intestinal grave que requieren hospitalización, presentan anticuerpos 

positivos únicamente del 50% al 80%. Inicialmente se tenía el concepto de que solo 

E. histolytica (cepas patógenas) provocaban la producción de anticuerpos, pero se ha 

visto que hasta un 22% de Jos casos las cepas de E. dispar (no patógenas) también 

provocan positividad serológica (1, 2, 42, 43). Otros métodos serológicos 

desarrollados con anticuerpos para una proteína rica en serina (SREHP) e 

identificados por Western blot presentaron una sensibilidad de 65% y una 

especificidad de 95% usando como estándar de oro a Ja difusión en gel de agarosa y 

contrainmunoelectroforesis, identificando únicamente E. histolytica (cepas patógenas) 

( 44, 45). Así mismo se desarrollaron anticuerpos para histolisina, Ja principal 
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proteinasa cisteina (con participación en la invasión tisular), identificados por 

irununoensayo en fase sólida encontrando positividad en un 72. 7% en pacientes con 

absceso hepático amibiano (n=22), 18.1 % en portadores asintomáticos (n=33) y 2.5% 

en pacientes sanos (n=40) (46). Otra prueba serológica con base en anticuerpos 

monoclonales para una proteína de 66 kDa (localizada en la superficie del trofozoíto y 

con participación en la adhesión a eritrocitos), identificó por inmunoblott en muestras 

clínicas purulentas obtenidas de absceso hepático amibiano (n=IO) al 100% de los 

casos (47). 

Debido a la necesidad de desarrollar una técnica de laboratorio que establezca el 

diagnóstico y la diferencia entre cepas patógenas de E. histolytica y no patógenas de 

E. dispar en un solo momento, con buena confiabilidad, y pensando en todos los 

problemas que implica realizar los zimodemos en un laboratorio de rutina, iniciaron 

las investigaciones en base al desarrollo de anticuerpos monoclonales, inicialmente a 

nivel de cepas de referencia, en donde se usó un anticuerpo monoclonal tipificado 

como inmunoglobulina G subclase 1 que reconoce por inmunofluorescencia (IFA) un 

componente de 30,000 Mr y que reaccionó únicamente con trofozoítos cultivados de 

cepas patógenas (E. histo/ytica) ( 48). En otro estudio, en donde se usaron cepas de 

referencia y muestras clínicas se aplicó una lectina de adherencia galactosa-específica 

para cepas patógenas (E. histolytica), con una sensibilidad y especificidad de 100% 

por radioinmunoensayo (RIA) comparado con zimodemos, presenta el problema de 

que todos los experimentos fueron realizados de trofozoítos obtenidos de cultivos 

axénicos o monoaxénicos y no directamente de la muestra clínica, además de que las 

cepas no patógenas (E. dispar) son diagnosticadas por exclusión (49). Posteriormente 

fue publicado otro trabajo en donde se usó también un anticuerpo monoclonal que 
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reacciona para una proteína interna con peso molecular de 84 y 81 kDa en cepas 

axénicas y polixénicas respectivamente, identificado por IFA, en donde presenta para 

cepa invasiva (E. histolytica) una correlación de 100% con zimodemos, presentando 

los mismos problemas de la técnica anterior de requerir cultivar al parásito a partir de 

la materia fecal (50). 

En cuanto al uso de material genético, Samuelson y cols. desarrollaron por clonación 

una sonda de ADN para hibridación directamente de la materia fecal que presentó una 

sensibilidad de 100% y una especificidad de 93% para diagnóstico de arnibiasis 

intestinal usando como estándar de oro a Ja microscopia de luz, con el problema de no 

distinguir entre E. histolytica (cepas patógenas) y E. dispar (no patógenas); las clonas 

diagnósticas fueron secuenciadas, encontrando un segmento de 145 pares de bases 

(pb) de longitud rica en adenina (A) y timina (T) especifica de especie altamente 

repetida en el genoma (aproximadamente 50 a 100 veces) de E. histo/ytica (51). 

Posteriormente Garfinkel y cols. desarrollaron por subclonación esta misma sonda de 

145 pb encontrándola específica para E. histolytica (cepas patógenas), pero con una 

frecuencia de repetición en el genoma de aproximadamente 15 veces y además 

encontraron otro fragmento genómico de 133 pb específico para E. düpar (cepas no 

patógenas) y con una frecuencia en el genoma de aproximadamente 14 veces; ambos 

fragmentos genómicos fueron secuenciados y encontraron una homología de 44% en 

sus pb; el problema que radica en este trabajo es que los experimentos fueron 

desarrollados a partir de trofozoítos obtenidos de cultivos axénicos y monoaxénicos 

(32). 

Los trabajos presentados hasta el momento y de manera conjunta permiten realizar el 

diagnóstico de arnibiasis así como su caracterización, pero presentan el serio problema 
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de la necesidad de aislar al parásito en cultivo, tomando en consideración de que el 

aislamiento inicial es en cultivo monoxénico, el cual no tiene una eficacia ideal (35-

50%), por lo que desde ese momento es ya selectivo para cierto tipo de cepas con 

características especiales que les permiten su aislamiento en cultivo, dejando por lo 

tanto un porcentaje de cepas no aisladas y en las cuales desconocemos su 

caracterización, por lo cual estos métodos continúan como poco aplicables a 

laboratorios de rutina y representatividad epidemiológica (52, 53). 

En lo que respecta a métodos diagnósticos realizados directamente en materia fecal 

usando anticuerpos monoclonales, sin necesidad de cultivo y que permitan establecer 

la caracterización de patogenicidad, se usó el anticuerpo monoclonal para la adhesina 

galactosa específica identificados por ELISA, en donde únicamente detecta a las 

cepas de E. histolylica, presentando una sensibilidad de 100% y una especificidad de 

97%, usando como estándar de oro a los zimodemos, presentando el problema de que 

el examen se tiene que realizar en las primeras 24 horas de obtenida la muestra y de 

que las cepas no patógenas de E. dfapar se diagnostican por exclusión (13). Una 

publicación posterior usando ELISA con anticuerpos monoclonales contra epitopes 3 

(7F4) y 4 (8C12) de la adhesina galactosa amibiana específicos de E. histolytica 

permite la identificación de éste tipo de cepas con una sensibilidad de 96% y 

especificidad de 93% usando como estándar de oro a los zimodemos, nuevamente con 

el problema del diagnóstico de E. dispar por exclusión; y usando epitopes 1 (3F4) y 2 

(8A3) comunes para ambas cepas presentó una sensibilidad de 87% y una 

especificidad de 97% (38). Recientemente fueron evaluados cuatro ELISAs 

directamente de materia fecal y comercialmente disponibles en donde se encontró que 

los dos métodos para identificar infección por Eh/Ed sin establecer diferencias de 
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cepas presenta una concordancia mayor a 90%; y las específicas para Eh identificó 

solo con títulos serológicos positivos> 1 :512 y evidencia clínica de infección invasiva 

(27). Así mismo, el uso del triple panel de inmunoensayo enzimático para detección 

de antígenos de Giardia lamb/ia, Eh/Ed y Criplo!>poridium parvum muestran 

sensibilidad y especificidad muy altas pero sin permitir establecer la diferencia entre 

ambos tipos de cepas (54). 

Entre las múltiples y recientes técnicas que se están utilizando para el diagnóstico 

molecular de enfermedades infecciosas, se encuentra la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa (PCR), la cual es definida como la síntesis y amplificación enzimática in 

vitro de secuencias específicas de ADN, produciendo en pocas horas más de un millón 

de copias a partir de una sola molécula de ADN (55). El principio de la PCR se basa 

en la repetición de ciclos que están compuestos cada uno por tres simples reacciones, 

las cuales varían únicamente en la temperatura de incubación; (56). 

Los tres pasos implicados en este procedimiento son: Ja denaturación, la alineación, y 

la síntesis. Una característica esencial del procedimiento de PCR es que todos los 

nuevos productos sintetizados actúan como plantilla o templete para sintetizar nuevo 

ADN en cada uno de los 20-40 ciclos; el resultado de esta bien llamada reacción en 

cadena es la multiplicación geométrica de nuevos productos de ADN (56). Una de los 

mayores ventajas de la técnica de PCR es el hecho de que la muestra clínica que se 

someterá a escrutinio puede contener ADN de otros microorganismos; en teoría, la 

PCR puede amplificar un fragmento del ADN de sólo 25 pares de bases (pb) de 

longitud (57). 

La sensibilidad de la PCR esta basada primariamente en dos factores: 1) el número de 

moléculas blanco presentes en la muestra y 2) la complejidad de las secuencias de 
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ADN no blanco. El "hot start" (principio caliente) es una estrategia que permite 

mayor eficiencia del procedimiento, así como una estrategia anidada o "nested PCR", 

la cual consiste en una segunda PCR con oligonucleótidos que se alinean a secuencias 

internas vecinas de las alineaciones de los oligonucleótidos iniciales (58). La 

especificidad deriva de la precisión de la reacción de alineación de ADN-ADN 

complementario, el cual consiste en el tamaño y diseño del oligonucleótido 

determinando si su secuencia puede aparecer más de una vez en una muestra de ADN 

y con ello también determinará si puede iniciar la síntesis en sitios múltiples, para 

eliminar este tipo de problemas se usan temperaturas elevadas durante cada ciclo, el 

ajuste de concentración de sales como el magnesio, el cual determina parcialmente la 

facilidad de hibridación (56, 58, 59). 

Debido a la gran sensibilidad y especificidad de la PCR, es fácil tener una 

contaminación de los ensayos resultando en falsos positivos, para lo cual se refieren 

varias consideraciones en cuanto a la utilización del espacio fisico en los diferentes 

procedimientos, uso de material estéril, uso de material desechable, utilizar mezclas 

maestras de los reactivos; agregar como último paso el ADN blanco y elegir 

cuidadosamente los controles positivo y negativo (60). 

La excelente utilidad de PCR en el diagnóstico de enfermedades infecciosas y 

genéticas ha sido ampliamente demostrado (61), considerando de manera importante 

el hecho de que no es necesario la viabilidad del microorganismo en investigación para 

su identificación. sino únicamente la presencia de material genético no degradado, 

como ha sido demostrado en el uso en antropología. Su utilidad clínica ha sido 

aplicada en entidades médicas como en el diagnóstico de infección cervical por 

Chlamydia trachomatis (62, 63), diagnóstico de encefalitis por virus Herpes simple 
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(64), detección del parásito P/asmodium falciparum directamente en sangre (65), 

diagnóstico de fiebre de montañas rocallosas directamente en sangre y orina (66), 

diagnóstico de infección por virus de inmunodeficiencia tipo l (67), correlación de la 

carga viral en pacientes con infección con VIH y sobrevida a largo plazo (68), etc. 

La microbiología clínica es uno de los últimos campos en incorporar estas técnicas 

basadas en ácidos nucleicos (PCR) para el estudio y diagnóstico de enfermedades 

infecciosas parasitarias. Se encuentra actualmente en uso con Plasmodium, 

Leishmania, Trypanosoma, Toxop/asma gondii, Giardia /amb/ia por mencionar 

algunos ( 12). 

La aplicación de la PCR para Ja identificación y diferenciación de Entamoeba 

histolytca/E. dispar directamente de materia fecal fue propuesto inicialmente por 

Romero y cols en donde usando sondas no radioactivas específicas (descritas por 

Garfinkel) para amplificar un segmento de 145 pb para cepas de E. histo/ytica y un 

segmento de 133 pb para cepas de E. dispar, localizados extracromosomalmente, 

mostraron una sensibilidad de 94% y una especificidad del 100% para Ja identificación 

del parásito en materia fecal usando como estándar de oro a Ja microscopia de luz 

(n=84); en cuanto a su diferenciación en E. histolytica (n=8) presentó una sensibilidad 

de 93% y una especificidad de 100% y en las cepas de E. dispar (n=9) una 

sensibilidad de 100% y una especificidad de 97%, usando en ambas como estándar de 

oro a la hibridación no radioactiva y zirnodemos (14); dentro de los resultados 

presentados llama la atención que el 93% (n=78) de las muestras clínicas fueron 

positivas para ambas sondas de ADN por lo que se clasificaron como mixtas. 

Posteriormente se desarrolló otro trabajo en una comunidad rural en el sur de México 

en donde se usó PCR y las mismas sondas específicas de 145 y 133 pb para 
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establecer el diagnóstico de amibiasis intestinal y la caracterización de patogenicidad; 

el estándar de oro utilizado fue nuevamente la microscopia de luz, la cual no establece 

la diferenciación entre ambas cepas, presentando una sensibilidad de 96% (n=24) y 

una especificidad de 98% (n=l 76) para el diagnóstico de amibiasis intestinal; en 

cuanto a la caracterización de patogenicidad no presentaron estándar de comparación; 

de nuevo llama la atención que los resultados presentados en este trabajo arrojó tres 

diferentes poblaciones: a) el 56% (n=l4) fueron positivas para ambas cepas (E. 

histolytica y E. dispar); b) el 36% (n=9) fueron positivos únicamente para E. 

histolytica y c) el 8% (n=I) fue positivo únicamente para E. dfapar, lo que traduce 

que el 92% de los pacientes son excretores de quistes de cepa patógena de E. 

histolytica ( 15). Otro trabajo publicado más recientemente buscando optimizar la 

técnica de extracción de ADN a menor tiempo de realización y a temperatura 

ambiente para mayor aplicabilidad a laboratorios de rutina y usando PCR y sondas 

que amplifican un gene de la pequefia subunidad ribosomal de ARN descrita por Clark 

y cols lograron detectar un trofozoíto por miligramo de materia fecal (n=4), 

presentando el problema de que la mayoría de los pacientes (90%) excretan quistes, lo 

cual es determinante para la aplicación de esta variación técnica (35, 69). 

Estos tres últimos trabajos, son los que inicialmente usaron la técnica de PCR para el 

diagnóstico y caracterización de Entamoeba histolytica/E. dfapar directamente de 

materia fecal evitando el cultivo, demostrando que tiene una alta sensibilidad y 

especificidad para el diagnóstico de arnibiasis intestinal, pero con la controversia de 

los resultados presentados en cuanto a poblaciones mixtas, contrario a poblaciones 

únicas que resultan de la caracterización por zimodemos, motivo por el cual se 

requiere estudiar la total aplicabilidad de esta técnica en la caracterización de éste 
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parásito, así como los primers usados son los adecuados para establecer el diagnóstico 

y diferenciación, tomando en consideración que la aplicabilidad clínica en otras 

entidades infecciosas ha sido plenamente demostrada. 
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JUSTIFICACIÓN 

La amibiasis intestinal es una protozoosis que afecta a individuos de todas las regiones 

del mundo, sin embargo, su impacto más importante como problema de salud pública 

se observa en los lugares en los cuales el saneamiento ambiental y el nivel 

socioeconómico son precarios, sin que haya una relación clara con el clima o las 

variaciones estacionales, así mismo, considerando la alta frecuencia de personas 

infectadas mundialmente (10-12%) el número absoluto de éstos pacientes es de 

considerable importancia y más aun aquellos que desarrollarán amibiasis grave, por lo 

cual continua como un problema prioritario de salud a nivel mundial (1). 

Las evidencias genéticas, basadas en biología molecular principalmente, de · la 

existencia de dos diferentes tipos de cepas de Entamoeba que infectan al ser humano, 

una patógena productora de enfermedad (actualmente llamada E. histolytica) y otra 

no patógena que se comporta de manera inocua (llamada E. di!.par), han estimulado 

la investigación para el desarrollo de pruebas diagnósticas que nos permitan realizar 

esta diferenciación, sin la necesidad del tedioso, costoso y gran consumo de tiempo 

del cultivo con su posterior análisis electroforético de enzimas glicolíticas 

(zimodemos), así como la aplicación de la microscopia de luz la cual no establece la 

diferencia entre las dos cepas (7, 9-12, 34). 

Todas estas investigaciones se han realizado con el objetivo de poder aplicar a corto o 

mediano plazo estos nuevos métodos diagnósticos al conocimiento real de Ja 

epidemiología de E. histolytica/E. dispar en primera instancia, así como su posterior 

aplicación en estudios longitudinales para resolver la disyuntiva actual de prescribir 

tratamiento a todos los pacientes portadores de amiba o únicamente a aquellos que se 
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les identifiquen cepas capaces de producir enfermedad (cepas patógenas/E. 

histolytica), considerando la disminución a gran escala de la desviación de recursos 

económicos, materiales, y de personal, así como en el mejor conocimiento de la 

patogenia de este parásito (1, 20). 

Por los motivos anteriores, es necesario intensificar y valorar reproducibilidad de los 

métodos diagnósticos desarrollados directamente de las muestras clínicas (materia 

fecal), debido que al establecer la aplicabilidad de éstos procedimientos se podría 

iniciar con el estudio epidemiológico basados en la clasificación de ambos tipos de 

cepas, así como en la toma de decisiones para la administración de terapia curativa 

con drogas antiparasitarias, las cuales presentan efectos indeseables de consideración. 

Sin olvidar, que en base al establecimiento de este tipo de estudios, se deriva otra 

línea de investigación de la misma trascendencia, pero a largo plazo, que es el 

desarrollo y valoración de la eficacia de vacunas orales antiamibianas, las cuales 

tendrían un importante impacto en los campos médico, social, político, y económico. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Hasta el momento de la investigación, únicamente se habían realizado dos estudios en 

donde se aplicó PCR directamente de la materia fecal para el diagnóstico y 

diferenciación de ambos tipos de cepa, Entamoeba histo/ytica y E. dispar y en donde 

se usaron oligonucleótidos específicos para segmentos extracromosomales de ADN 

de 133 pb para E. di.\par (cepa no patógena) y un segmento de 145 pb para E. 

histo/ytica (cepa patógena). 

Inicialmente Romero y cols presentan una alta sensibilidad y especificidad de la 

prueba usando como estándar de oro a zimodemos, pero con el dato interesante de 

que el 93% de las muestras analizadas por PCR (84) son mixtas y con el punto en 

contra de que sólo a 17 se les realizó zimodemos (estándar de oro). 

Posteriormente Acuña y cols. realizaron otra investigación usando los mismos 

oligonucleótidos y como estándar de oro a la microscopia de luz en donde se 

analizaron 24 muestras clínicas, arrojando resultados muy similares a los de Romero y 

cols, presentando tres poblaciones diferentes y en donde nuevamente la gran mayoría 

(92%) son portadores de E. histolytica (cepa patógena), que es en primera instancia la 

cepa de mayor interés desde el punto de vista clínico y epidemiológico. 

Al analizar de manera global ambos estudios, vemos que presentan datos importantes 

en cuanto al tipo de cepa y la presentación clínica en los pacientes, considerando que 

el primero de los estudios hace referencia de población mixta con una tamaño de 

muestra de 84 muestras clínicas, realizándose únicamente a 17 el estándar de oro 

(zimodemos) y sin hacer referencia si éstas últimas muestras clínicas corresponden 

total o parcialmente a población mixta; en cuanto a la segunda investigación presenta 
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también una población mixta importante, pero no presenta ningún estándar de oro de 

comparación o confirmación. 

Considerando que ambos estudios utilizaron la misma técnica así como los mismos 

oligonucleótidos, y analizándolos de manera conjunta, presentan resultados 

prácticamente iguales en cuanto a población mixta de cepas, pero que la gran mayoría 

corresponden a cepas patógenas (14, 15), en contraparte con los resultados que han 

arrojado los estudios realizados con el estándar de oro (zimodemos) en donde los 

pacientes presentan únicamente un tipo de cepa y en su gran mayoría cepas no 

patógenas (24, 32). 

Basados en estos antecedentes es necesario plantearse la siguiente pregunta de 

investigación: 

¿ La prueba de Reacción en Cadena de Polimerasa directamente de materia fecal 

usando segmentos extracomosomales de ADN específicos de cada cepa logra 

diferenciar Entamoeba histolytica (cepas patógenas) de Entamoeba dispar (cepas no 

patógenas)? 
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HIPÓTESIS 

La prueba de Reacción en Cadena de la Polimerasa realizada directamente de materia 

fecal usando segmentos extracomosomales de ADN específicos permite realizar la 

diferencia entre cepas patógenas y no patógenas de Entamoeba histolytica/dispar. 
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OBJETIVO 

Establecer la confiabilidad de la prueba de reacción en cadena de la polimerasa 

directamente de materia fecal para diferenciar cepas de Entamoeba histolytica 

(patógenas) de Entamoeba dispar (no patógenas) comparado con electroforesis de 

isoenzimas (zimodemos). 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

POBLACIÓN DE ESTUDIO 

La captura de las muestras fue de tres diferentes instituciones, dos localiz.adas en el 

Distrito Federal y una en el Estado de México, siendo ésta última donde se 

recolectaron la mayor cantidad de muestras. Las tres instituciones tienen localización 

urbana, pero la que corresponde al Estado de México se caracteriz.a por presentar alto 

índice de pobreza, así como mal saneamiento ambiental. Las instituciones son las 

siguientes: 

Centro de Salud Metropolitano de la Secretaria de Salud localizado en 

Nezahualcóyotl, Estado de México. (CSMN) 

Hospital General de México de la Secretaria de Salud localiz.ado en el Distrito Federal 

(HGM). 

Hospital Infantil de México Federico Gómez de la Secretaria de Salud localizado en el 

Distrito Federal (HIMFG). 

En el HIMFG, institución sede de la investigación, cuenta con laboratorio de 

parasitología intestinal, en donde laboran cuatro técnicos microscopistas, encargados 

del procesamiento y visualización de las muestras de materia fecal; todos los técnicos 

tienen al menos 25 años de experiencia en el diagnóstico de parasitosis intestinales por 

microscopia de luz, motivo por el cual fueron tomados como estándar de oro para la 

identificación de trofozoítos o quistes de Entamoeba histolytica/E. dispar. En el 

HGM laboran tres técnicos microscopistas con al menos 15 años de experiencia y en 

el CSMN labora un sólo técnico microscopista con experiencia de l año. 
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Debido a la mínima experiencia (un año) y problemas detectados durante el desarrollo 

del estudio y con el objetivo de incrementar la eficacia en la correcta identificación de 

las muestras clínicas de interés, fue capacitado el técnico microscopista del CSMN 

con un curso teórico práctico en microscopia de luz de un mes de duración para 

diagnóstico de parasitosis intestinales. 

El método de recolección de las muestras fue por muestreo consecutivo y con un 

máximo de 24 horas desde el momento de la toma de la muestra por parte de los 

pacientes hasta la captura para la investigación; la materia fecal se recolectó en 

recipientes limpios de plástico no estériles, sin conservador y trasladadas al HIMFG 

en recipientes de unisel con refrigerantes plásticos para mantenerlas entre 4-8 ºC y a 

ésta misma temperatura fueron conservadas hasta la decisión de su ingreso ó 

exclusión al estudio. 

Todas las muestras fueron analizadas inicialmente por microscopia de luz en la 

institución de procedencia (CSMN y HGM) con sospecha de la presencia de 

trofozoítos ó quistes de E. histolytica/E. dispar y posteriormente confirmadas en la 

institución sede (HIMFG) máximo 48 horas posterior a su recolección. Así mismo en 

el día de su recolección fueron inoculadas en medio de Robinson el cual fue revisado 

por microscopia de luz cada 24 horas en búsqueda de trofozoítos de E. histolytica/E. 

dispar, en caso de ser negativo al quinto día de su inoculación fueron considerados 

como negativos y excluidos; en el caso de encontrarlo positivo fueron inoculados 3 

medios más y se realizó el !izado de trofozoítos cuando se tenia una cosecha mínima 

de 50,000 trofozoítos/ml por cultivo y máximo del segundo subcultivo (valorado por 

visualizar 20-30 trofozoítos por campo), conservados a -196 ºC (nitrógeno líquido) en 

forma de perlas y en criotubos de plástico hasta su procesamiento de zirnodemos; en 

31 



caso de no obtener el crecimiento mínimo requerido de trofozoítos fueron excluidos 

del estudio. 

En tiempo máximo de una semana posterior a la confirmación de una muestra clínica 

con presencia de amiba, fue extraído el ADN directamente de la materia fecal y 

conservada a -20 ºC en tubos eppendorf de plástico hasta su procesamiento por PCR; 

de la misma manera el resto de la materia fecal fue conservada a -20 ºC como reserva 

en recipientes plásticos. 

Las muestras fueron etiquetadas en número consecutivo progresivo al momento de 

cumplir los criterios de inclusión. Con el objetivo de cegar al investigador y evitar 

sesgos al momento de interpretar los resultados, los cultivos de Robinson se 

numeraron de manera consecutiva para la realización de zimodemos; para la PCR, una 

persona ajena a la investigación, cambió de manera aleatoria la numeración de las 

alícuotas de ADN extraído previo registro de la numeración inicial y almacenaje en 

sobre cerrado. 

Todos los experimentos de PCR y zimodemos fueron realizados de manera simultanea 

y por duplicado. Se usaron como controles negativos las mismas muestras clínicas 

recolectadas en los diferentes centros de la investigación y que se catalogaron como 

positivas para otros parásitos diferentes a amiba y/o libres de parásitos y como 

controles positivos a la cepa HM-1 :IMSS. 
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CRITERIOS DE SELECCIÓN 

INCLUSIÓN 

Muestra clínica con presencia de quistes y/ó trofozoítos de E. histolytica/E. dispar 

identificada por microscopia de luz y confirmadas en Ja institución sede (HIMFG). 

Muestra clínica cultivada en medio de Robinson en donde se logró aislamiento de 

trofozoítos de E. histolytica/E. dispar confirmada por forma, tamailo y 

movimientos característicos visualizado por microscopia de luz. 

NO INCLUSIÓN 

Muestra clínica confirmada como positiva para E. histolytica!E. dispar por 

microscopia de luz y sin cantidad suficiente de materia fecal para realizar cultivo en 

medio de Robinson y extracción de ADN (mínimo 1 O gr). 

EXCLUSIÓN 

Muestra clínica en donde se logró positividad en cultivo de Robinson sin un 

crecimiento suficiente de trofozoítos como máximo en el segundo subcultivo para 

la realización de zimodemos (mínimo de 50,000 trofozoítos/rnl). 
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MÉTODOS DE ELECTROFORESIS DE ISOENZIMAS (ZIMODEMOS) 

Cultivo de materia fecal en medio de Robinson 

Fue realizado como se encuentra descrito por Robinson (21). 

En un frasco de cristal de 7 mi con tapón de rosca con agar bacteriológico (l.5%) 

salino (0.7%) inclinado fueron colocados 5 mg de almidón de arroz, 4 gotas de 

eritromicina al 0.5% y llenado con medio BR (NaCI 85 mM, ácido cítrico 9 mM, 

fosfato de potasio dibásico 2 mM, sulfato de amonio 20 mM, sulfato de magnesio 

0.2 mM, ácido láctico 4 mM, pH 7.0, e incubado a 37 ºC durante 48 horas con 

Escherichia co/i del grupo B); en este medio fue inoculado con un aplicador estéril 

de madera aproximadamente 5 mg de materia fecal e incubada durante 24 horas a 

37 ºC; el proceso fue realizado máximo 24 horas después de haber sido recolectada 

la muestra clínica. 

A las 24 horas de incubacion, por medio de una pipeta pasteur, fue extraído todo el 

sobrenadante del frasco; se colocó nuevamente 2 gotas de eritromicina al 0.5%, 2 

gotas de bactopeptona al 20% estéril, 5 mg de almidón de arroz, 2/3 del frasco de 

biftalato de potasio 25 mM y l/3 de medio BRS (medio BR y suero bovino 

inactivado l :l e incubado durante 24-48 horas a 37 ºC) e incubado nuevamente 

por 24 horas a 37 ºC. 

Posterior a las segundas 24 horas de incubación a 37 ºC (48 horas en total), se 

tomó con pipeta pasteur un poco del sedimento de la parte donde se encuentra el 

almidón de arroz y montada una gota en un portaobjetos y teñida con Iugol al 

l 0% y cubierta con cubreobjetos y visualizada en un microscopio de luz con el 

objetivo de l O X, en caso de observar positividad de cuatro cruces de trofozoítos 
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(más de 20-30/campo) fue realizado el !izado de estos últimos; en caso de 

encontrar menor positividad fue subcultivado (en medio BRS igual que en el paso 

anterior) máximo hasta 2 ocasiones para tratar de obtener 4 cruces de positividad 

para realizar el lizado de los trofozoítos, en caso de no encontrar positividad 

fueron alimentados y revisados a diarios por microscopia de luz y aquellos cultivos 

que después de 5 días persistió negativo fueron excluidos del estudio. 

Lizado de trofozoítos de Entamoeba histo/ytica 

Realizado según se encuentra descrito por Sargeaunt (9) 

Del cultivo de Robinson que se encontró positivo ++++ (20-30 trofozítos por 

campo), fue tomada la parte turbia superior de la capa de almidón de arroz, 

colocada en un tubo cónico de plástico nuevo y estéril y centrifugado a 1,500 

revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos, se tiró el sobrenadante y el 

botón formado fue homogeneizado en solución para lisis (DL-dithiothreitol 200 

mM, ácido n-caproico 200 mM, ácido etilendiaminotetracético (EDT A) 200 mM 

pH 7.0) al mismo volumen que el botón formado (350-500 ul) y colocado durante 

12 horas a -20 ºC. 

Posteriormente fue descongelado a temperatura ambiente y centifugado a 1,500 

rpm por 30 minutos a 4 ºC y el sobrenadante colocado en un tubo eppendofnuevo. 

Con una pipeta pasteur y un bulbo de plástico fueron colocadas gotas de 

aproximadamente 20 ul, una a una en nitrógeno líquido para formar las perlas y 

posteriormente colocados en un criotubo y conservadas a -196 ºC hasta su análisis 

por zimodemos. 
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TÉCNICA DE ZIMODEMOS 

Para establecer la clasificación de patogenicidad de Entamoeba histolytica/E. dispar 

por medio de electroforesis de isoenzimas es basado en el patrón de electromigración 

de cuatro enzimas: EC 2.7.1.1 Hexoquinasa (HK), EC 2.7.5.1 Fosfoglucomutasa 

(PGM), EC 5.3.1.9. Glucosa Fosfato Isomerasa (GPI), y EC 1.1.1.40 L-rnalato 

NADP+ Oxidoreductasa (ME) (9, 1 O). 

Gel de almidón de arroz 

Se utilizó un molde construido de acrílico de 15 x 25 cm de longitud y 3 mm de 

grosor, el cual es colocado en una placa de cristal de las mismas dimensiones 

variando únicamente en su grosor (6 mm) y siendo ambas fijadas con cinta 

adherible; la placa de cristal es limpiada con alcohol absoluto para limpiar 

perfectamente de residuos de grasa. 

- En un matraz de cristal delgado se prepara una solución al 30 mM de solución 

amortiguadora fosfato (200 mM, pH 7) para las enzimas ME y GPI; para las 

enzimas PGM y HK se prepara con solución amortiguadora 

Tris/Maleato/EDTA/Mg2CJ (100 mM, 85 mM, 1 mM, 1 mM, pH 7.4); esta 

solución es preparada con almidón de arroz al 9%, homogeneizada perfectamente y 

calentada directamente en mechero de bunsen hasta el punto de ebullición, en este 

momento es desaireado con bomba de vacío y es vertida sobre el molde de acrílico

cristal y quitado el exceso con un rasero, teniendo cuidado de que Ja superficie 

superior quede completamente uniforme; es cubierto de corrientes de aire y 
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colocado a 4 ºC durante 10-12 horas. Después de éste tiempo se encuentra lista 

para montar las muestras. 

Cámara de electroforesis 

Se usó una cámara de electroforesis construida de acn1ico de 25.5 cm por 23.5 cm 

de diámetro y 9.5 cm de altura con 4 compartimientos a lo ancho, dos laterales de 

8 cm y dos interiores de 3.5 cm, todos comunicados con un orificio en cada 

extremo de 3 mm de diámetro y con hilos de platino en ambos compartimientos 

interiores con su respectiva salida de corriente eléctrica; además con la presencia 

de dos ranuras de 1.5 cm para permitir la entrada y salida de las placas metálicas 

circulantes de agua. 

Estas cámaras fueron diseñadas y construidas en forma casera para usar placas 

metálicas circulantes de agua de 20 cm por 19 cm de diámetro. 

Montaje de las muestras 

Al gel de almidón de arroz, después de haber sido mantenido 10-12 horas a 4 ºC, 

con un peine de plástico con dientes de 1.5 cm de ancho se le hicieron los pozos 

para montar las muestras (5 pozos por gel). 

En tubos eppendoff de plástico de 0.5 mi, nuevos y estériles, se colocaron 2 perlas 

de cada muestra a clasificar, así como controles positivos (HM-1: IMSS) y 

negativos (bacteria sin amiba). Estos tubos siempre fueron mantenidos en hielo. 
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Para la impregnación de las muestras, se usaron trozos de hilo crochet blanco No. 

20 estéril de 1.5 cm de longitud, colocándose 2 trozos en cada muestra en cada 

uno de los pozos de los cuatro geles, con un tiempo máximo de 1 O minutos en 

todo el proceso, para evitar degradación de las proteínas. 

Después de este proceso, los geles se encuentran listos para realiz.ar el corrimiento 

electro fo rético. 

Montaje del gel en la cámara de electroforesis 

Las cámaras para las enzimas ME y GPI fueron llenados los cuatro 

compartimientos con el amortiguador fosfato hasta cubrir los electrodos. Las 

cámaras para las enzimas HK y PGM los compartimientos centrales fueron 

llenados con amortiguador fosfato y los compartimientos laterales con 

amortiguador Tris/Maleato/EDT A/Mg2CI, previa colocación de algodón en los 

cuatro orificios que comunican los compartimientos. 

Fueron colocadas esponjas absorbentes gruesas de 23 cm por 20 cm con un 

extremo dentro de cada uno de los compartimientos laterales. 

Se colocó la placa metálica circulante de agua, con plástico kleen pack en su 

superficie, para usar como aislante con la placa acrílico-cristal. 

Fue colocado la placa de acrílico-cristal con el gel de almidón de arroz y con las 

muestras ya montadas. 

El otro extremo libre de las esponjas absorbentes, fueron colocadas en cada uno de 

los extremos del gel de almidón de arroz para formar el puente eléctrico. 
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Es colocada una placa de cristal de 20 cm por 20 cm de diámetro y 3 mm de 

grosor sobre ambos extremos de las esponjas para lograr un buen contacto entre 

estas y el gel de almidón de arroz, así como para evitar la evaporación y 

deshidratación del gel. 

Las placas metálicas circulantes de agua fueron conectadas a un reciclador de 

agua, manteniendo esta última entre 4-8 ºC para evitar calentamiento del gel. 

Las cámaras fueron conectadas a una fuente de poder eléctrica y fueron corridas 

durante 3 horas a 200 volts, 70 miliamperes y con una diferencia de 16 volts. 

Tinción de los geles de almidón de arroz 

Se realizó una tinción diferente para cada una de las diferentes enzimas; las mezclas 

fueron hechas en vasos de precipitados de 100 mi, los cuales se cubrieron de la luz 

con papel carbón; las mezclas fueron hechas 30 minutos antes de finalizar el 

corrimiento electroforético y colocada en el gel con ayuda de un marco de acrílico 

de 15 cm por 12 cm y 8 mm de grosor (fijado con grapas de presión) y distribuida 

uniformemente con movimientos de inclinación. Las mezclas de tinción usadas 

fueron las siguientes: 

a) Enzima Hexoguinasa (HK): Tris/Acido clorhídrico (T/HCL) 0.3 M, pH 8.0 (7 

mi), Cloruro de magnesio (MgCl2) t .O M (200 ul), B-Nicotinamida Adenina 

Dinucleotido Fosfato (NADP) 10 mg/ml (500 ul), Glucosa-6-Fosfato 

deshidrogenasa (G-6-PD) 100 UI/ml (200 ul), Glucosa 400 mg/ml (100 ul), 

Adenosin 5' Trifosfato (ATP) (15 mg), Azul de Tiazol (MTT) (5 mg), 

Metosulfato de Fenazina) (PMS) (l mg), y Agar purificado al 1.2% (10 mi). 
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b) Enzima Glucosa Fosfato Isomerasa (GPI): T/HCI 0.3 M, pH 8.0 (7 mi), 

MgCl2 1.0M (200 ul), NADP 10 mg/ml (500 ul), G-6-PD 100 UI/ml (500 ul), 

Fructuosa-6-Fosfato 10 mg/ml (200 ul), MTT (5 mg), PMS (1 mg), y Agar 

purificado al 1.2% (1 O mi). 

c) Enzima Málica (ME): T/HCI 0.3 M, pH 7.4 (7 mi), MgCl2 1.0 M (200 ul), 

NADP 10 mg/ml (500 ul), Malato de sodio 1.0 M (100 ul), MTT (5 mg), 

PMS (1 mg), y Agar purificado al 1.2% (10 mi). 

d) Enzima Fosfoglucomutasa (PGM): T/HCL 0.3 M, pH 8.0 (7 mi), MgCl2 1.0 

M (200 ul), NADP 10 mg/ml (500 ul), G-6-PD 100 UI/ml (700 ul), Glucosa-

1-Fosfato 25 mg/ml (500 ul), MTT (5 mg), PMS (1 mg), y Agar al 1.2% (JO 

mi). 

- El gel de almidón de arroz junto con la mezcla de tinción fue colocada a 37 ºC 

durante 30-60 minutos para lograr el revelado de las bandas. 

- El gel ya teñido y con el revelado de bandas fue fotografiado para evidencia 

permanente. 
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REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA 

Extracción de ADN de materia fecal 

Realizado según Romero y cols. (14, 15). 

Cinco a 1 O gr de materia fecal fueron centrifugados a 1,500 rpm por 15 

minutos 2X con 25 mi de cloruro de sodio (PBS) 1 M y un tercer centrifugado 

con PBS-Tris/EDT A 1: 1 (200 mM c/u); en todos los casos se decantó el 

sobrenandante y se conservó el botón, el cual finalmente se suspendió en 5 mi 

de Tris-EDT A 1: 1 (200 mM c/u). 

De la suspensión anterior se tomaron 2 mi y fueron sometidos a nitrógeno 

líquido (-196 ºC) por 15 minutos y bruscamente pasados a baño maría a 3 7 ºC 

por 15 minutos, ambos pasos por 3X. 

Del tubo anterior se tomaron 200 ul en un tubo eppendof nuevo, agregando 

además 20 ul de SOS 10%, 20 ul de EDT A 500mM y 1 O ul de proteinasa K 

(20 mg/ml) y fueron incubados a baño maría a 50 ºC por 2 horas; 

posteriormente se centrifugaron a 15,000 rpm por 5 minutos 1 X, se tomó el 

sobrenadante en un nuevo tubo y se desechó el botón. 

El sobrenadante anterior (aproximadamente 250 ul) fue mezclado con un 

volumen de fono-cloroformo 1: 1, homogeneizado por 5 segundos, y 

centrifugado a 15,000 rpm por 15 minutos 1 X; se tomó la fase superior acuosa 

y colocada en un nuevo tubo. 

El producto anterior es mezclado con 25 ul de acetato de sodio 3M (AcNa), 1 

ul de glicógeno y 2 volúmenes de etanol absoluto (500 ul) y se colocó a -20 ºC 
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por 12 horas o 30 minutos a -196 ºC; después fue centrifugado a 15,000 rpm 

por 15 minutos, se decantó el sobrenadante y se conservó el botón. 

El botón anterior fue lavado con etanol al 70% y centrifugado nuevamente 

como el paso anterior y secado al aire y resuspendido en 50 ul de Tris-EDT A 

(TE). 

A través de una columna elutipp fueron pasados con jeringa y un filtro de 0.22 

micras, 3 mi de solución alta en sal (NaCI 4 M, EDT A 500 mM, Tris 500 mM), 

posteriormente 3 mi de solución baja en sal (NaCI 1 M, EDT A 500 mM, Tris 

500 mM), se retiró el filtro y se pasaron los 50 ul de producto obtenido en el 

paso anterior, se recolocó el filtro y se pasó nuevamente 3 mi de solución bajo 

en sal, seguido de 400 ul de suspensión alto en sal y recolectado en un nuevo 

tubo eppendof; todos los procesos de elusión fueron realizados lentamente ( 1-2 

gotas/segundo). 

El producto del paso anterior fue mezclado nuevamente con 50 ul de NaAc 

3M, 1 ul de glicógeno, y 2 volúmenes de etanol absoluto (1,000 ul), 

homogeneizado por 10 segundos y se colocó durante 12 horas a -20 ºC o 30 

minutos a -196 ºC; posteriormente fue centrifugado, descartado el 

sobrenadante y el botón secado al aire y finalmente resuspendido en 40 ul de 

TE. 

Del producto anterior se toman 2 ul para cada reacción de PCR. 
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Reacción en cadena 

En un mismo tubo plástico nuevo y estéril de 0.5 mi son mezclados: JO ul de 

buffer para PCR (10 X), 10 ul de trifosfatos deoxiribonucleosidos (dNTPs) (10 

X), 0.5 ul de enzima taq-polimerasa, 1 ul de cada primer específico {400-500 

ng/ul), 2 ul de ADN blanco y 75.5 ul de agua desionizada estéril para un 

volumen final total de 100 ul por tubo; esta mezcla es cubierta con 2 gotas de 

aceite mineral para evitar evaporación. 

Las condiciones estándar utilizadas para la reacción de PCR fueron: 

denaturación a 94 °C por 45 segundos, alineación 55 ºC por 60 segundos y 

síntesis a 72 ºC por 45 segundos realizándose 35 ciclos; el proceso fue 

realizado en una máquina automática termocicladora Perkin Elmer Cetus (14, 

15). 

Los primers específicos para las cepas patógenas (145 pb) usados fueron: 

EHPl= TCAA AATG GTCG TCGT CTAG GC y EHP2= CAGT TAGA 

AATT ATTO TACT TTGT A y para las cepas no patógenas (133 pb): 

EHNPl= GGAT ccTC CAAA AAAT AAAG T y EHNP2= CCAC AGAA 

CGAT ATTGGATACC. 

Durante el proceso de amplificación por PCR (duración aproximada de 3 

horas) se realizó un gel de agarosa al 2.5% y 100 mM de Tris!Borato/EDT A 

(TBE) con 1 O pozos para la colocación de la muestra. 

Al obtener los productos de PCR, fueron colocados 8 ul en un pozo de cada 

una de las muestras y teñidos con 2 ul de azul de bromotimol; fueron también 
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colocados control positivo (HM-1 :IMSS) y control negativo (sin ADN), así 

como un estándar de 100 pares de bases. 

El gel de agarosa con las muestras montadas, es corrido electroforéticamente 

por 90 minutos a 110 volts con una fuente de poder eléctrica (Hoefer Scientific 

Instrument) y usando como amortiguador de corrimiento TBE (1 M), el cual 

cubre totalmente al gel de agarosa. 

Al finalizar el corrin1iento electroforético, el gel fue teñido con bromuro de 

etidio al 1 % durante 15 minutos y observado en una cánlara de luz ultravioleta 

para la visualización de las bandas. 

El gel fue fotografiado para evidencia visual permanente. 
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ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Las estandarizaciones de las técnicas de microscopia de luz, cultivo monoxénico 

de Robinson, electroforesis de isoenzimas y reacción en cadena de la polimerasa 

fueron analizadas por kappa no ponderada con la siguiente formula (70): 

donde: 

0-C 

k = ---------------

) - e 

k = kappa no ponderada 

O= Concordancia observada 

C = Concordancia por probabilidad 
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RESULTADOS 

La investigación fue realiz.ada durante el período de Abril de 1994 a Junio de 1996 

(total de 26 meses); durante los primeros 16 meses se realizó la recolección de las 

muestras, las examinaciones por microscopia de luz, el cultivo de Robinson y la 

estandariz.ación de éstas dos últimas técnicas, liz.ado de trofozoítos y su 

almacenamiento en nitrógeno líquido y extracción de ADN de la materia fecal. 

Durante los restantes 1 O meses se realiz.aron la electroforesis de isoenzimas y la 

reacción en cadena de la polimerasa, así como la estandarización de ambos métodos. 

Fue iniciada la recolección de los centros CSMN y HGM con un total inicial de 70 

muestras clínicas, las cuales fueron verificadas en el HIMFG encontrando una 

concordancia de 0.23; frente a éste resultado se comentó con los dos centros para 

mayor acuciosidad y por lo cual se realizó una segunda etapa con un total de 115 

muestras clínicas y se encontró una concordancia de 0.28. 

Frente a los problemas de la pobre concordancia que encontramos y verificando que 

el 90% de las muestras correspondían al centro de recolección CSMN se planteó 

como objetivo incrementar la eficacia en la identificación correcta por lo que se 

decidió dar al técnico microscopista de ese centro un curso teórico-práctico en 

microscopia de luz para diagnóstico de parasitosis intestinales con duración de un mes 

y con sede en el centro HIMFG, logrando una concordancia inicial de 0.32 para E. 

histolylica/E. dispar y 0.45 para otras parasitosis (Giardia lamblia, Enlamoeba co/i, 

etc.) con 130 muestras, y una concordancia al final del adiestramiento de 0.92 para E. 

histolytica/E. dispar y 0.94 para otras parasitosis con un total de 1,230 muestras 

procesadas (kappa no ponderado) (Gráfica 1). 
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La capacitación para lograr el cultivo monoxénico de Robinson se desarrolló en dos 

etapas; en Ja primera se realiz.aron un total de 30 cultivos en los que no se logró 

crecimiento. Frente a éstos resultados se decidió en una segunda etapa Ja capacitación 

del alumno en Ja técnica del cultivo monoxénico de Robinson realizando un 

adiestramiento de 3 meses con asesoramiento de un experto en el cultivo y 

conservación de amiba en medio axénico y monoxénico (experiencia de 30 años), 

logrando una concordancia inicial de 0.36 y una al final de 1.00 con un total de 316 

cultivos procesados (kappa no ponderado). Para lograr la estandariz.ación de la 

técnica de zimodemos, fueron realizados experimentos de ensayo/error hasta lograr 

un patrón de bandas descritas de acuerdo a la bibliografia y supervisada por un 

experto en su interpretación (20 afios de experiencia). 

Para el desarrollo y estandarización de Ja técnica de reacción en cadena de Ja 

polimerasa, fue tomado un curso de Biología Molecular básico de 8 meses de 

duración y en supervisión con un Biólogo Molecular y experto en PCR, logrando una 

concordancia inicial de 0.24 y una al final de 1.00 con un total de 132 experimentos 

desarrollados (kappa no ponderado). 

De Jos tres centros de captura se lograron recolectar un total de 2,560 muestras 

clínicas de materia fecal de pacientes que fueron diagnosticados por microscopia de 

luz como portadores de quistes y/o trofozoítos de Entamoeba histolytica/Entamoeba 

dispar. En el CSMN fueron recolectadas 2,261 muestras, en el HGM se recolectaron 

221 muestras y en el HIMFG fueron 78 muestras recolectadas. 

Con el objetivo de establecer una mayor seguridad en trabajar con muestras realmente 

positivas para E. histolytica!E. di!>par, en Ja institución sede (HIMFG) fueron 

analiz.adas nuevamente el 71 % (l,813) y el 29% (747) restante no fueron confirmadas 
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por problemas administrativos ajenos a la investigación. Del total de muestras 

confirmadas por segunda vez (duplicado) en el HIMFG, el 13% (238/1,813) fueron 

positivas para quistes y ninguna positiva para trofozoítos, de éstas muestras, se 

obtuvo crecimiento en medio de cultivo monoxénico de Robinson en el 27% (64/238) 

(Gráfica 2), siendo incluidas para el estudio de zimodemos únicamente el 25% (16/64) 

por cumplir con los criterios de inclusión, el restante 75% (48/64) fueron excluidos 

por no lograr el crecimiento mínimo de 50,000 trofozoítos/ml antes del punto de corte 

de subcultivos para realización de zimodemos (Gráfica 3). 

De las 16 muestras a las cuales se les realizó electroforesis de isoenzimas 

(zimodemos), se obtuvieron 15 (94%) con patrón no patógeno (E. dfapar), 

correspondiendo 12 a zimodemo 1 (75%), dos correspondieron a zimodemo XV 

(13%) y uno a zimodemo XVI (6%), y uno (6%) correspondió a un patrón patógeno 

(E. histolytica ) con zimodemo 11 por presentar una banda alfa en la enzima 

Fosfoglucomutasa y una banda de migración rápida en la enzima Hexoquinasa 

(Gráficas 4 y 5, Cuadro 1). Fueron usados como patrón de referencia los corrimientos 

electroforéticos descritos por Sargeunt y cols en base al zimograma descrito (anexo 

1). Como controles positivos se usaron lizados de trofozoítos de la cepa axénica HM-

1 :IMSS, la cual es usada como cepa de referencia de patogenicidad en la mayoría de 

los estudios y fue generosamente donada por el laboratorio del Dr. Armando Isibasi 

Araujo del Centro Médico Nacional Siglo XXI. Como controles negativos 

verdaderos, fueron tomadas muestras clínicas de materia fecal negativas por 

microscopia de luz para E. histolytica/ E. dispar y positivas para otras parasitosis 

(Giardia lamblia, Entamoeba co/i, Trichuris Trichura, Ascaris /umbricoides), así 

como negativas para cualquier parásito, además de cultivos monoxénicos de Robinson 
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sin inoculación de materia fecal; todos estos controles negativos recibieron el mismo 

procesamiento que las muestras positivas para E. histolyticaldispar para la realización 

de los zimodemos. 

Por lo que respecta a los experimentos de PCR, se obtuvo 15 muestras positivas para 

cepas no patógenas (E. dfapar) usando la sonda de ADN de 133 pb específicas para 

éste tipo de cepa en donde quedó incluida la muestra que correspondió a cepa 

patógena (E. histolytica) por electroforesis (zimodemo 11) y se obtuvo una muestra 

para cepa patógena (E.histolytica) usando el oligonucleotido de 145 pb específico 

para éstas cepas y el cual correspondió a zimodemo l no patógeno (E. dispar) por 

electroforesis (Gráfica 6, Cuadro 2). Como control positivo fue usado ADN de E. 

histolytica de la cepa control HM-l:IMSS, Como controles negativos se usó ADN de 

las mismas muestras clínicas utilizadas en los zimodemos como control negativo, 

recibiendo el mismo procesamiento que las que fueron positivas para E. histolytica/E. 

dfapar por microscopia de luz. 
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DISCUSIÓN 

Actualmente, la detección y diagnóstico de infecciones parasitarias se fundamenta en 

varios métodos sumado a síntomas clínicos, historia clínica, historia de viaje y 

localización geográfica del paciente. Cada una de las técnicas diagnosticas tiene 

ventajas y desventajas inherentes, independientemente del tipo de parásito o del 

espécimen clínico que esta siendo examinado. Las principales ventajas de las técnicas 

de detección basadas en ácidos nucleicos son su sensibilidad y especificidad para 

detectar patógenos y la velocidad a la cual pueden identificar un organismo específico 

(56, 58). Si el cultivo o inoculación animal son requeridos para la identificación del 

parásito y el inicio de terapéutica, entonces la detección basada en ADN, como la 

PCR, ofrece una ventaja, tal es el caso del diagnóstico de arnibiasis intestinal y su 

diferenciación y por consecuencia la decisión de administrar tratamiento (16). Cuando 

la microscopia directa es suficiente para detección del parásito e identificación de 

especie por morfología, entonces la tecnología basada en ácidos nucleicos no es 

ventajosa, excepto para procesar un gran número de muestras con una técnica 

automatizada. Sin embargo, cuando la carga del parásito es baja, entonces una técnica 

diagnóstica sensible involucrando detección de ácidos nucleicos es beneficiosa. Otra 

ventaja de éstas técnicas es que no es necesario que el organismo este viable o sea 

cultivable, sólo se requiere conocer una secuencia genética específica del germen 

blanco (57). 

Actualmente está ampliamente descrito que en la amibiasis intestinal, la microscopia 

de luz no permite realizar la diferenciación entre ambos tipos de cepa (53, 71, 72), 

requisito indispensable en la actualidad para decidir la instalación de tratamiento 
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según recomendaciones de la OMS (16) y considerando que dentro de los factores de 

riesgo más importantes se encuentra la mala higiene y la pobreza (1), son todos estos 

factores importantes en donde en nuestra investigación en el CSMN (recolección de la 

mayoría de las muestras clínicas), en donde existe un alto índice de pobreza y mal 

saneamiento ambiental se utiliza la microscopia de luz para realizar el diagnóstico y 

decidir la administración de tratamiento, una técnica que en la actualidad no está 

aceptada y en donde encontramos que el personal responsable del diagnóstico no tiene 

Ja experiencia suficiente y como consecuencia requiere una mayor atención por los 

responsables de ésta área. 

Entre los múltiples métodos diagnósticos que usan como materia prima el ADN, el de 

mayor aplicabilidad clínica tal vez sea la reacción en cadena de la polimerasa, basado 

en su alta sensibilidad y especificidad, demostrada en diferentes entidades nosológicas, 

en la necesidad de la presencia de una sola molécula de ADN para lograr una 

multiplicación geométrica del segmento de ADN deseado y su posterior secuenciación 

sin necesidad de la clonación, la importancia mínima de la presencia de ADN de otros 

organismos aún en cantidad mucho mayor que el ADN blanco (56, 58, 59). 

La PCR ha sido usada para identificar desordenes genéticos tales <?Omo la Distrofia 

muscular de Duchenne, determinación prenatal del sexo amplificando segmentos 

específicos del cromosoma Y, ha creado ventajas en la tipificación del complejo 

principal de histocompatibilidad (HLA) en comparación con los métodos tradicionales 

de haplotipificación. En lo que respecta a enfermedades infecciosas, la PCR ha 

demostrado su utilidad, con identificación viral a nivel de orina, sangre periférica, 

tejidos de necropsia de piel, pulmón, nódulos linfáticos, hígado y células cervicales; se 
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ha identificado micobacterias en espectoración, material de aspirado gástrico y de 

abscesos y nódulos linfáticos (62-68). 

En lo que respecta al diagnóstico de infección intestinal por amiba y su posterior 

caracterización requiere en un principio de la necesidad de cultivar la materia fecal en 

medio monoxénico, el cual es selectivo multifactorialmente para determinado número 

de cepas (retraso en procesamiento de muestras, terapia antiamibiana previa, etc), 

debido a que se logra una eficacia máxima de 35-50%, lo cual sucedió en nuestro 

estudio en donde tuvimos una eficacia de cultivo positivo del 27% (64/238), por lo 

cual perdemos la posibilidad de detectar y por ende clasificar a la mitad de las cepas 

presentes (52, 53). Posterior al aislamiento en cultivo, es necesario realizar la 

electroforesis de isoenzirnas glicolíticas para lograr su clasificación en E. 

histolytical E. di:.par, lo cual no se logra en el 100% de los casos debido a que la 

cosecha en los cultivos no es con la cantidad suficiente de trofozoítos, igual que como 

sucedió en la investigación en donde sólo logramos cosecha suficiente en el 25% 

(16/64), y por lo tanto no permite identificar su zimodemo debido a la cantidad 

insuficiente de isoenzirnas, por lo cual, sumado a los problemas que presenta en la 

eficacia del cultivo nos impide clasificar a un número considerable de cepas, 

resultando como consecuencia en que se trata de un método caro, con un consumo de 

tiempo grande, ya que en nuestra investigación y en el mejor de los casos se consumió 

1 O días para realizar el cultivo y la clasificación por zirnodemo, requiere además gran 

experiencia por parte de los técnicos de laboratorio, traducido en que se trata de un 

método no aplicable a laboratorios de rutina y mucho menos con aplicabilidad 

epidemiológica considerando la gran cantidad de muestras que se requieren procesar 

en este tipo de estudio. 
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Las evidencias abrumadoras de la existencia de dos diferentes cepas de Entamoeba, 

una patógena llamada E. histolytica y una no patógena llamada E. Dispar, fueron 

fundamentales para que en el XIII Seminario de Amibiasis realizado en México en 

enero de 1997 se llegara al consenso general de llamar formalmente a la cepa 

productora de enfermedad Entamoeba histolylica y a la incapaz de producir 

enfermedad clínica Entamoeba dispar, nomenclatura que se venía utilizando desde 

hace varios años en la literatura mundial, considerando que Brump desde 1925 

estableció ésta diferenciación basado en la observación clíníca (8, 16). 

Ante ésta caracterización del parásito productor de la arnibiasis, se inició con el 

desarrollo de métodos de diagnóstico que nos permitieran establecer ésta diferencia 

de cepas, basados inicialmente a partir de trofozoítos cultivados en medios 

monoxénicos, los cuales tienen la característica de tener asociada una bacteria al 

cultivo para favorecer su desarrollo (Escherichia coli), estableciendo una primera 

diferenciación bioquímica por Sargeaunt y Williams por medio de la velocidad de 

corrimiento electroforético de las isoenzimas glicolíticas GPI, PGM, ME y HK, 

estableciendo como cepas patógenas a las que fueron aisladas de pacientes con 

sintomatología clínica y cepas no patógenas a aquellas que se aislaron de pacientes 

totalmente asintomáticos, actualmente llamadas E. histolytica y E. dispar 

respectivamente, estableciendo una correlación positiva en un gran número de cepas a 

través de los años (9, IO), en nuestra investigación se logró la caracterización de las 

cepas que se obtuvo crecirníento suficiente de trofozoítos a través de este método, en 

donde la gran mayoría (94%) correspondieron a cepas no patógenas, lo cual coincide 

con la presentación clínica de no producción de enfermedad (1, 5, 6); en contraparte a 

éste método de caracterización, en 1986 Mirelman y cols. publicaron que durante la 
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axenización de una cepa no patógena, presentó conversión a patrón patógeno usando 

el mismo método electroforético (30), por lo cual un afio después Sargeaunt publicó 

la confiabilidad de su método basado en más de 10,000 aislados del parásito de varias 

partes del mundo (23). De manera interesante, algunos grupos de investigadores, 

incluyendo aquellos que originalmente reportaron la conversión, no lograron la 

reproducción del fenómeno usando el material y métodos descritos. 

A partir de ésta diferenciación bioquímica y el advenimiento de la Biología Molecular 

se desarrollaron muchos métodos inmunológicos y genéticos para el diagnóstico y 

caracterización de las cepas de Entamoeba, con lo que en 1989 Tannich y cols. 

establecieron diferencias substanciales en el ADN genómico de éstos parásitos (37), 

posteriormente esto fue confirmado y ampliada ésta diferenciación cuando Clark y 

Diamond reportaron la distancia genética del ARNr entre éstos dos organismos 

comparada con la distancia entre el ARNr del humano y el ratón (34, 35). Así mismo, 

en la aplicación de la PCR directamente en materia fecal para el diagnóstico de 

amibiasis, Romero y Acuna usando las mismas sondas de ADN reportaron 

poblaciones mixtas de cepas, pero con un franco predominio de cepas patógenas (14, 

15), a diferencia de nuestros resultados en donde, nuevamente fueron aplicadas estas 

mismas sondas de ADN y encontramos que el 94% (15116) correspondió a cepas no 

patógenas exclusivamente, sin encontrar poblaciones mixtas. Debemos considerar que 

estas sondas se obtuvieron de secuencias altamente repetitivas en la región no 

codificante del gene ARNr, lo cual explicaría la gran población mixta encontrada en 

los estudios de Romero y Acuña, no así los encontrados en el nuestro, en donde llama 

la atención que cuando comparamos la población de cepas estudiadas por ambos 

métodos (PCR y zimodemos), existe un cruce en los resultados de las que fueron 

54 



identificadas como patógenas, ya que no se trató de la misma cepa, en donde 

considerando la sensibilidad y especificidad de la PCR. esto es factible que sucediera 

al tener una infección mixta, aunque no se puede asegurar esto, debido a que es 

necesario manejar la reproducibilidad con esta población de cepas. Entre ambos 

métodos existe una concordancia importante del 93. 75%, considerando que la 

muestra es muy pequeña existe diferencia en cuanto a poblaciones mixtas usando la 

misma técnica (PCR) y los mismos oligonucleotidos que las utilizadas por Romero y 

Acuña pudiendo tener como explicación el hecho que fueron diseñadas de 

repeticiones altamente repetitivas de regiones no codificantes del gene ARNr. 
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CONCLUSIONES 

La microscopia de luz es una técnica que no debería ser utilizada para el diagnóstico 

de amibiasis intestinal y la decisión de tratamiento, debido a que es poco sensible, 

incapaz de diferenciar amiba patógena de no patógena y con fácil interpretación de 

resultados falsos positivos (53). Así mismo, el requisito indispensable para el uso de 

esta técnica debe ser la capacitación adecuada del personal responsable del 

diagnóstico, sobre todo en el primer nivel de atención, que es en donde existe mayor 

problema en esta área. 

La eficacia pobre de lograr un cultivo positivo en medio de Robinson, se confirma que 

es baja, ya que solamente el 27% de las muestras procesadas por duplicado como 

positivas se logró obtener crecimiento de la amiba, lo que nos traduce la selectividad 

del medio o de características inherentes a las cepas, así como de factores externos 

que no permite un optimo crecimiento, siendo esta una limitante para que los 

zimodemos sean considerados como una alternativa en laboratorios de rutina para el 

diagnóstico de amibiasis intestinal, aun más, basados en que del total de cultivos 

positivos únicamente en el 25% (16/64) se logró un crecimiento suficiente de 

trofozoítos para lograr realizar los zimodemos. 

En cuanto a los resultados obtenidos por zimodemos, encontramos que la gran 

mayoría corresponde a no patógenos (94%) y únicamente el 6.5% a patógenos, lo 

cual refleja la presentación clínica y epidemiológica de la amibiasis intestinal, en donde 

el 90% de los pacientes son asintomáticos y el 10% presentan síntomas de enfermedad 

en grado variable. De la misma manera, al ser aplicada la PCR, encontramos que, 

nuevamente, el 94% correspondió a cepas no patógenas y el 6.5% a cepas patógenas. 

Estos resultados son totalmente diferentes a las poblaciones mixtas reportadas por 

56 



Romero y cols, así como Acufia y cols usando los mismo oligonucleotidos, lo cual nos 

establece que la reproducibilidad es variable, aun usando los mismos material y 

métodos. 

Desde luego que llama la atención que la cepa que se identificó como cepa patógena 

por zimodemo, al aplicarle PCR correspondió a cepa no patógena y lo mismo con la 

cepa que se identificó como patógena por PCR en el zimodemo correspondió a no 

patógena. En el intento de explicar estos resultados, el principal factor a considerar es 

el error en el procesamiento, el cual se puede salvar considerando que fueron 

realizados por duplicado; otro punto importante es considerar que las sondas usadas 

fueron diseñadas a partir de la región no codificante del gene ARNr, lo cual explicaría 

estos resultados cruzados. 

Deberán realizarse estudios futuros usando estos mismos oligonucleotidos y tratar de 

evaluar la reproducibilidad, así como la validez interna y con su posterior evaluación 

de la validez externa. 
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