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GENELALIDADGES,
1.0.~ Antecedentes Histdricos.

La primera referencia directa a la amiba como-
probable causa de padecimiento humano fué hecha por-—
Wilhelm Lambl en 1860 (25), quién observé los pardsi
tos en las heces de nifios afectados por disenterfa;—
une observacidn semejante fué publicada cinco afios -
més tarde por biorris J. Lewis (26), médico inglés —
que estudié muchos casos de "cdlera" en la India, eg
tre los que encontrd y describdié a la amiba, atridbu-
yéndole también algunos sintomas.

Pero g pesar de éstas y otras descripciones eg
porfdicas del pardsito en relacidén con trastornos —-
diarreicos el mérito, no sflo del descubrimientoc de-
la amiba, sino también de haber ofrecido la primera~
prueba experimental de su papel patdégeno, pertenece-
por completo a Friedrich Losch, médico ruso gque tra-
bajaba en San Petesburgo, y que en 1875 publicéd en -
Alemania su observacién (27). Ldsch exemind las mate
rias fecales de uno de sus pacientes bajo el micros-—
cépio y observé un gran nfmero de organismos. Intri-
gado por eu presencia los dibujé con detalle, de mo~
do que en sus ilustraciones es posible distinguir —--

trofozof{tos de B, Higtolytica y formas adultas de -
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E. goli. Al cabo de unes semanas el enfermo fallecid;
L3sch hizd une necropsia parcial (limitada a la cavi
dad abdominal), recuperd el intestino, gque abrid cui
dadosamente, identificé dlceras "mds mumerosas en la
porcidn terminal" y en raspados de las {lceras vol -
vié a observar microscépicamente la presencia de -
innumersbles amibas. Finslmente propone el término -
de Amoeba goli para el pardsito, mismo que siguid u-
sandose hasta que las publicaciones de Schaudinn (36)
en 1903 permitieron que se pudiera distinguir defi -
nitiveniente entre los dos tijpos de protozoarios.
Lespués de Loach, la historia de la amibiasis-
se transforma en efemérides; Koch (19), identificé -
anibas en abscesos hepdticos en 1883 (los casos pro-
ven{an de £gipto); también con material egipecio, Kap
tulis (20), en 1886 examind 150 casos de disenterie—
e identificéd amibas iguales a las descritas por  —-
Losch en las materias fecales de todos ellos.
Eartulis continfo sus estudios, y en 1887 rela
t6 la presencia de amibas en el pus de abscesos amni-
bianos (21), mientras que en 1904 observé los mismos
parésitos en lesiones cerebrales (22). Hlava (15), -
en 1887 publicd sus estudios de sesenta casos de di-

senteria examinasdos en Praga, en los cuales identifyi
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cé amibas en las materias fecales.

W.,T, Councilman y H.A, Lafleur en 1891 (5), pu
blicaron su monograf{a Amoebic Dysentery, basade en-—
14 casos obeervados clinica y anetémicamente en Estg
dos Unidos. Las principales conclusiones de éstos gy
tores clésicos de la amibiasis son: que el padecimi-
ente actual es una entidad anatomoclinica bien defi-
nida ¥y que el agente patdgeno es la amiba.

En México, Miguel Jiménez realizd estudios a —~
cerca de la amibiasis entre 1842 y 1875 e introdujo-
a la terapéutica la puncién evacuadora, cuya utili -
dad en el tratamiento quirirgico del absceso queds -
desde entonces establecida.

La primera referencia a la etiologfa amibiane~
de la enfermedad se encuemtre en México en 1896 en -~
el trebajo de Ismael Prieto, donde los pardsitos se-
mencionan al lado de cristales de hematoidina y cier
tas bacterias, considerados como agentes causales —=
de la amibiasis hepdtica. En 1899 el doctor José le-
sa Gutiérrez, propone una patogenia para la migra —-
cién de la amiba hasta el hfgado (la circulacién por
tal), baséndose en sus propias observaciones de emi-
bas en los capilares sinusoides portales.

1.1.— Definiciones.

Bajo el nombre de amibiamis in~
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vasgora (37), se designai: todos los procesos patoldgi
cos causados por la penetracién de amibas patdggnas—
en los téjidos del hombre. Esta definicidn es més —-
precisa que el término genérico de amibiasis, el -—-
cual incluye los casgos de personas gque alberzan en -
su intestino E. histolytica, perc no presentan sintg
mas o lesiones atribuibles al pacédsito. bslos SOn ==
los portadores sanos de E. histolvtica.

Por largo tiempo se pensé que L. histolvtica -
era un parésito obligatorio del hombre y que su pre-
seﬁcia en el intestino significaba necesariesmente la
existencia de un estado patolégico (6,7). Lés reciep
temente, se ha modificado el criteric y la opinién -
generalmente aceptada es que L. histolyti vive en-
calidad de comensal en el intestino, bajo la forma -~
denominada minuta, llamada también prequfstica o te-
trigena (7,8,48), es la forma pequefiz no invasora de
. histolytica, es la que forma guistes. En estas --
condiciones, la amiba se nutre con bacterias y subs-
tancias del contenido intestinal. Por circunstancias
todav{a desconocidas, la forma minutz aumenta de ta~
mafio, fagocita gldébulos rojos y penetra a los teji -
dos; es la forma invasora de E.histolytica incapaz -

de formar los guistes.
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De acuerdo con esta interpretacién, el pardsito
tiene probablemente dos ciclos vitales: uno no patége
no con la formacidn de gquistes y otro patégeno sin la
formacién de estos.

La opinidn anteriormente expresada sobre las —-—
formas comensal e invasora de E., higtolvtice tiene —
por base una serie de hechos c¢li{nicos, epidemiolégi -'
cos y experimentales (1,8,48), y de acuerdo con ello-
el protozoario es un parédsito facultativo, el cual ae
gin las circunstancias puede ser huésped innocuo o te
ner capacidad pars destruir tejidos.

La recopilacién hecha por Fournier (12), hasta-
1956 describe esta enfermedad en forma completa y mi-
nuciosa.

laucho se ha avenzado desde entonces, pavticulsr
mente en lo gque se refiere al conocimiento del agente
patégeno, a los medios de disgnéstico y a la terapéu-
tica del padecimiento; pero le amibiasis sigue siendo
grave problema naciondl y mucho falta por saber, ¥ -

adn més por hacer pars dominarla.

1.2.~ Incidencia.
La parasitosis de E. histolyticy sew
encuentra extendida por todo el mundo y puede considg

rerse endémice por el paralelo 40 norte y el 30 sur -

(8).
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La mayor parte de los autores consideran gque
en promedio el 20% de la poblacidn mundial se encuepn
tra infectada por el pardsito (16). Sin embargo, sé-
lo una minorfa de los pardsitos presenta evidencia -
de invasién tisular o sea de enfermedad amibiana y,-
ademés la relacidn entre el nifmero de personas infeg
tadas por E. histolytics y el ntmero de pacientes ——
gque sufre realmente la enfermedad amibiana es muy vg
riable en los distintos paises. Por lo tanto la tasa
de infeccibn, ea decir el porciento de poblacidn que
tiene E. histojytica en el intestino, no es indice -
fiel para juzgar la frecuencia de la amibiasis cling
ca en una zona ceogriafica. h

En México, la tasa de infeccidn se estima en -
los alrededores del 20% (28), y como es sabido, la -
frecuencia y gravedad de la amibjiasis invasora en —-
nuestro medio representa un verdadero problema. El -
dnico {ndice seguro para juzgar la prevalecencia y =
gravedad de la amibiasis en una drea geografica, es-
la cantidad de abscesos hepdticos amibianos (8,29).-

De acuerdo con este criterio, se demuestra que
ciertos paises son mds duramente azotados por el pa-
decimiento en vista de lo cual se les ha aplicado el
gignificativo nombre de "palrias de la amibiasis", =
Indudablemente, México es una de estas "patrias de -

le emibiasis" (8).



-7 -

1e3e~ lorfologia, Biologia y ciclo vital.

La enfermedad
1llamade amibiesis es causada por L. histolvtics, un—
protozoario de la clase Rhizopoda y del género Enta-
moeba. E1l ciclo de vida de E. histolvtics es comple-
jo ¥ en 81 se producen algunos cambios en la morfolg )
g&ia del pardsito; los nds importantes desde el punto
de vieta médico son el quiste y el trofozoito o for-
ma mévil (37). Las formas intermedias, el prequiste-
¥ el metaguiste son parte del ciclo biolégico.
TROFPFOZOITO.

Tiene dimensiones variables —
que £luctéan entre 10 ¥ 60 micras de difmetro y en -
preparaciones tefiidas muestra una membrana citoplés—
matica delgada; el contenido se divide clésicamente-
en dos porciones: una zona externa o exoplasma, gque—
es mds clara ¥ gque da lugar a los pseuddpodos, y una
zona interna o endoplasma, finamente granular y con-
muchas vecuolas. |

El nfcleo ocupa aproximadasmente una quinta par
te del volumen celular y aparece como esfera central
rodeada de una membrana delgada, con cromatina crany
lar, dispuesta en masas irregulares. £l nucleoclo es
prominente y con frecuencia estd en el centro del ui

cleo, aungue en ocasiones puede ser excéntrico, como



Ffauraﬁ 1.- Morrorosin pe 1_1:_}15&:19&9, (A)Jtro(-’ozo‘({o,(s)quis’(es.
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puede observarse en la figura 1 (37,38).

No se ha encontrado ninguna diferencia morfold
gica, ni antigénica en los trofozoftos de E. histoly
ticg aislados de "portadores agsintomdticos" y los ol
tenidos de lesiones amibianas humanas (23,47).

«w UISTE. -

En preparaciones no tefirdas, es una es—
tructura redonda u oval gque mide de 3.5 a 25 micras-
de difmetro; cuando se tifie de manera adecuada mues—
tra de uno & ocho niiclecs, pero lo més comin es que-~
sean cuatro, con una membrana nuclear delicada con -~
condensaciones de cromatina agregades sobre la super
ficie interna, con un nicleo central formado por uno
0 varios grdnulos dispuestos en un Srgano compacto -
(7,37). Figura 1.

CICLO VITAL,

E]l purdsito tiene probable -
mente dos ciclos vitales: un ciclo no patégeno duragn
te el cual vive en la superficie de la nucosa 0 en -
la luz del intestino, se nutre de otros microorganig
mos y de restos alimenticios y forma quistes; ¥y el -
ciclo patégenc, durante el cual vive en el espesor -
de los tejidos, se alimenta de los productos de la -
histolisis, adopta tni_zmente la forma de trofozoito

¥ se multiplica asimismo por divisidn, pero sin pro-



I.-Ciclo no Pardgeno T.- Clcwo Pavdeens

1.- Trofozotto de E;Hs’[g\gtic& (F vma. u‘r.o.). (ﬂ) Trofozotto hematbfago
2. Prequiste. ’ n (fovasor de E., bﬁﬂgﬁ)

5. Quiste binucleado. (8) Kl mismo en proceso de
4.. Quiste cuadrinucleado. division,

5. Amiba metaquistica. (&) Troforoito hemoit')(:ago e
6.- Amiba wultinucleada.. fnvasor, que da. origen a la.
1.- Pequerias amibas resultantes de lo.anterior. forma mtnuta no tnvsora.
8

- E.hfsto\gﬁco_ (minuta) tntciando la divisitn .
q.- La misma., terminando la divisiom.

Eﬁuka 2.- REPRESENTMI&R ESQUEMATICA DE 105 Cicu0S EVOLVTIVOS DE E_Bﬁﬂ\gﬁss} .

—‘6-—-
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ducir quistes. Afn cuando la existencia de &stos dos
ciclos es generalmente aceptada, no estd demostrada~
la transfirmacién de la forme no patégena en patége-~
na y viceversa. for ello en la figira 2 éstas fases-
se seflalan con flechas interrumpidas.

1.4~ Cultivos y Enzimas de £. histo ica.

Los avances logrados en el cultivo de i&. higil
lytica en medios artificisles estln representados —-
por tres etapas:

a) Los cultivos del pardsito en asociacién con flora
bacteriana compleja o cultivos mixtos inicigdos en -
1925 (2).
b) Los cultivos del pardsito en asociescién con una -
sola bacteria como el Bacteroides Symbiosus (39) o ~
con otro protozoario como el Tripanosoma cruzi (30)-
cultivos llamados monbxénicos realizados entre 1948~
¥y 1950.
e) 51 cultive de E. higtolytica sin asociacidn algu-
na con otros microorganismos, denominado axénico (9,
10), iniciado en el afio de 1961.
ENZIMNAS.

En diversas investigaciones se ha -—-
comprobado la miltiple actividad enzimhtica de E, —-

4
histolytica. Afn cuando los estudios son tvdavia in-
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completos, se han identificado por métodos biogufiii-
cos enzimas protecliticas (tripsina), amilasa, hialy
ronidasa, carboxipeptidasa, maltesa, glutaninasa, eg
terasa y deshidrogenasa succinica (18), as{ como la-
fosfoglucomutasa, deshidrogenasa mélica, enzimas 1llg
madas diaforases (32) y enzimas llamadas glucolfti -
cas como la glucoecinasa, fosfoglucoisomeras, 6-fosfo ‘
fructocinasa, aldolasa, tiosa fosfatoimsomerasa, gli-
ceraldehido fosfato deshidrogeness (31), ademés por-
métodos hintoquimicos se ha demostrado la presencia-
de la fosfatase alcalina y dcida en el protozoario -
(33).

1.5.—~ Patogenicidad.

E. higtolytica es un protozoa -
rio de distribucidn mundial (16,37), el estudio epi-
demiolégico realizedo por Gutibrrez y cols. (14) en—
México, reveld = esta parasitosis como un padecimieg
to endémico en todo el pafs. Este protozoario se pug
de reconocer, por su tamafio, disposicidén de la cromg
tina en el nficleo y la presencia de cuerpos cromftofy
ros, si se utiliza para ello t8cnicas de tincidn co-
mo la de hematoxilina (7) o la de Sergeaunt (40) pa—
ra cuerpos cromitoforos.

Lkxisten diversos factores (37), que influyen —

pars gue uuna aniba se transforme de comensal en patd
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gena, estos factores se agrupan en tres categorfas:

1.- Factores depe..dientes del pardsito.

2.~ Pactores dependientes del huésped ¥y

3.~ Otros factores asociados.

Sin embargo no se ha comprobade en forma defind
tiva el hecho de que.los factores antes mencionados-
influyan en la patogenia de la amibiasis invasora. -
Anhora bien si aplicamos el ecriterio morfoldgico, es-
relativamente fAcil de reconocer de acuerdo a su ta-
mafio, disposicién de la cromatina en el nicleo, etc.
Sin embargo, si se juzga solsuente con este criterio
morfolbégico, no hay explicacién al hecho de que este
parésito se pueda presenter tanto en pacientes con -
la patologia descrita para la amibiasis con invasivi
dad a Srganos (16,24,37), as{ como en personas sin -
patologia digestiva (3,11).

Eg por ello indispensable utilizar otra metodg
logia que permita distinguir diferentes tiroes de ami
ba (41,42). La clasificacién de pardsitos mediante -
isoenzimas utilizando electroforesis fué iniciada —-
por Bragster (4) con Tripanosomas, y en el caso de -
E. histolytica, Reeves y Bischoff en 1968 (32) utili
zaron electroforesis’ en acetato de celulosa de las =
enzimas® glucocinasa, fosfoglucoisomerasa, Tosfoglu-—

conutasa, L-malato oxido reductasa y una diaforasa -
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de NADP, diferenciando dos grupos en 10 cepas de E.-
histolytica.
Afios més tarde Sargeaunt y cols. (41,43) en 1978, u~
tilizendo el método de Wraxal y Culliford (49) clasj
ficaron en zimodemos cepas de amibas de la India, Mé
xico y Sudbfrica, utilizando para ellc el esguems e—
lectroforédtico que presentaron 4 enzimes en gel de -~
almidén: la fosfoglucoisomerasa (E.C.5,3.1.9.), la —
fosfoglucomutasa (E.C,2.7.5.1.), la L-malato oxidorg
ductasa (E.C.1.1.1.40) y la hexocinasa (E.C.2.7.5.1.)

En México, de acuerdo con los estudios realizg
dos por Sargeaunt (44), se demostré que hay 13 zimo-
demos de E. histolvtica, un nimero mayor a los encop
trados en la India &l hacer un estudic comparativo.

Se ha establecido una correlacién cl:[nica. de =
los zimodemos de W, de acuerdo & 108 =—
trabajos .realizados poi‘ Jiménez (17), en los cuamles-
el zimodemo II parece corresponder al de una amiba -
invasora. |

En el estudio realizado por Sargeaunt (45), en
un grupo de pacientes de hospitales para enfermnos ——
mentales se encontro que el 7% tuvieron E. histolyti™
ca, el 2.9% E, havtmenni, 11.4% E. coli, 8% E. naps-~
y el 1% giardia intestinal. De los 7 casos de E. hig™
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Xolvtica, 4 correspondieron al zimodemo tipo I, 2 al
zimodemo III y uno al tipo IV (46).
No se encontré ningin zimodemo patégeno de a -

cuerdo a lo descrito anteriormente por Jiménez (17).



CAPITULO II
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Fundamentacién de la ileccién del Tema.

Entapoebg histolyvtica es un protozoario de dig
tribucidn mundial (16,37), el estudio epidemioldgico
realizado por Gutiérrez y cols. (27), reveld a esta-
parasitosis como un padecimiento endémico en todo el
pais, por lo que consideramos que es un problema de~
salud muy importante asi como por la repercusién so-

cio-econémica que ésta representa.

Planteamiento del problema.

Entamoeba histolytica se le puede reconocer =
por su morfologia (19,36,37), sin embargo si se aplj
ca este criterio morfoldgico no existe la explica =
cién a que este par&sito se pueda presentar tanto en
persones con la patolog{a descrita para la amibiasis
(7,20), as{ como en personas que no presentan patolo
gla digestiva.

La determinacidn del patrén electroforético u-
tilizando tres enzimas, fosfoglucoisomerasa, fosfo -~
glucomutasa y hexocinasa ha llevado & la clasifica -~
cién de las amibas en zimodemos {32,38).

La correlacidén entre el patrén electroforético
presentado y la historia clinica del paciente deter~
wind que zimodemos debieran ser considerados como de

amibas patégenas (17).
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Objetivos.

4) Clasificar cepas de E. hiptolytica cul-
tivadas en forma monoxénica de acuerdo al rétodo de-
Robinson (34), a partir de les heces de enfermos ~—
mentales.

B) Determinar los zimodemos o patrén elec-
troforético de las amibas mediante electroforésis en
gel de almiddn de acuerdo al patrén establecido por-
Sargeaunt (38), utilizando para ello tres enzimas, —
fosfoglucoisomerasa, fosfoglucomutasa y hexocinasa.

C) Hacer una correlacién de la historia ——
clinica del paciente con los diferentes zimodemos ol
servados, con la finalidad de investigar si existe -
alguna relacidén entre la invasividad de la amiba y -
el zimodemo encontrado en los enfermos mentales.

D) Investigar si es posible el encontrar -
un patrén electroforético o zimodemo que no se haya~
descrito y establecer a manera de comparacidn los re
sultados obtenidos por Sargeaunt en enfermos menta —

les de tres hospitales de Londres, Inglaterra.

Hipétesis.
Los pacientes psiquiétricos generalmente ~
presentan una patogenia digestivé de origen smibiano

que generalmente pasa & segundo término porgué su e
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problema psiquidtrico se hace prioritario.

Como es bien conocido uno de los factores gque-
influyen en esta patogenia amibiana son los malos hj
bitos de higiene lo cual no puede ser considerado —-
por estos pacientes.

&1 conocer el patrén electroforético o zimode-
mo de las amibas encontradas en estos paclentes nos-
llevard de acuerdo a los estudios de Jiménez (17), a
determinar s{ es un zimodemo considerado como patdge

no.
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PALWTE BLCSATMENTAL,

3.00-haterial.
Autoclave cilindrico Barnstead
Balanza analftica Bosch.
Centrifuga clinica.
Cubreobjetos No. 2 24 x 50 loz. Propper.
Celdas para electroforesis.
Cémaras de enfriamiento
Canastille para tubos de ensayo.
Espétulas de acero inoxidable.
Fuente de poder IKB 2103
Frascos &mbar. cap. 100, 500 y 1000 ml.
Frascos de vidrio con tapén de rosca. cap. 5 ml.
Gradillas para tubos de ensaye.
Incubadora hedi-Lab,
14piz marcador resistente al calor.
Cinta testigo (L.asking-tape)
Latraces aforados con tapén.
Lechero tirril ajustable.
languera de hule.
Mgtraz sitasato.
liatraces erlernmeyer graduados.
Ferillas para pipetas
Pipetas Fasteur.

Pipetas graduadas. cap. 1, 2,5 y 10 nl.
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Pipetas seroldgicas desechables 1.0 ml.
Provetas graduadas. Una escala 50, 100 y 500 ml.
Portaobjetos para microscopio. 75 x 25 mm.
Yotenciémetro. Corning mod. 5.

Aplicadores de madera.

Papel parafilm "M" American Company.

<gpel glassine para pesar.

Papel milimétrico.

Refrigerador RCA Whirlpool.

Reloj marcador. General electric.
Termémetro de laboratorio de 10° a 110° C,
Tubos de ensayes. 13 x 100 y 16 x 100 mm,
Iripié con tela de asbesto.

Tapones de hule No. 6, 7, 8, 9 y 10.
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L 6 T0DUCLOGTIA.

Se colectaron las heces de -
pacientes psiquidtricos hospitalizados, un total de-
355 muestras, en las cuales se investigé la presen -~
cia de E. histolvtica mediante el cultivo monoxénico
de Robinson (34), para obtener 100 cultivos positi -
vos e investigar en ellos el zimodemo correspondien-—

te.

3.1.~ Cultivo lionoxénico de E. histolytica.
KEACTIVOS. ,
Agar salino.- Se prepara agar al 1.5% con NaCl al —
0.7%, el cual es distribuido en frascos de Vvidrio =
con tapbn de rosca en alicuotas de 2.5 ml. cada uno-
se esterilizan a 15 lb.durante 1% minutos para des -
pues dejarlos enfriar en forma inclinada.
Solucidén de Eritromicina.-Se prepara una solucidn de
eritromicina a una concentracién de 5 ug por ml. uti
lizando agua estéril para su preparacién. Se coloca~
en frascos de vidrio con tapén de rosca en al{cuotas
de 2.5 ml. cada uno, conservandose én refrigeracién-
hasta su uso.
Almidén en polvo.~ El almidén es surtido por la casa
Drug Houses de Inglaterra.
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Bactopeptona.- ~e prepard una scluciédn de peptona al
20%, después de lo cual se esterilizd a 15 1b. por -
15 minutos, colocAndose también en frasecos de vidrio
con tapén de rosca en alicuotas de 2.5ml,

Solucidn de NaCH al 40%.- Se pesan 200 g. de hidrdéxi
do de sodio y se disuelven en 500 ml., de agua desti-
lada estéril.

Solucién de Azul de Bromotimol al 0.04%.- Se pesan -
0.04 gramos de azul de bromotimol y se disuelven .con
una pequefia cantldad de alcohol, llevande a un volu-
men de 100 ml. con agua destilada estéril.

Solucidn de Ftalato de potasio.- Se pesan 204 g. de-
ftalato de potasio, se disuelven con 100 ml. de KaOH
al 40%, se ajusta el pH a 6.3 y se 1leva a un volu -
men de 2000 ml,, esterilizArdose posteriormente a 15
1b. durante 15 minutos. Ia solucidn de trabajo se u—
tiliza llevando a cabo una dilucidn de 1:10 con agua
destilada estéril.

hedio de cultivo "R".- Se prepara una solucién con -
centrada de lz siguiente manera: 125 g. de LiaCl, 50g.
de &c. citrico monohidratado, 12.5 g. de fosfato Aib4
gico, 25 g. de sulfato de amonio, 1.25 g. de sulfato
de magnesio heptahidratado, 10C ml. de Ac. léctico,-

todo esto se disuelve para llevarse a un volunmen de-
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2500 ml. con agua destilada. De esta solucidn se to-
man 100 ml. a los cuales se les adicionan 7.5 ml. de
~a0H al 40/ y 2.5 ml. de azul de bromotimol al 0,04-
porciento, se ajusta previamente el pid a 7.3 ¥y se &~
fora a 1000 ml. con agua destilada. Se esteriliza a-
1% 1b. por 15 min.
Solucidn de peptona al 10/.- LZste es el medio de cul
tivo que ge utiliza para hacer crecer la cepa "B" de
B, ¢goli.
Medio de cultivo "BR" .~ A 100 ml. de medio de culti
vo "&" se le agrega wna gota del cultivo de la cepa-
"B" de H. goli, se deja incubar en la estufa a una -
temperatura de 37°C durante 48 horms. Después de es~
te tiempo puede ser guardado a temperaturs ambiente~
durante dos meses.
Kedio de cultive "BRS" .-~ Se utiliza el medio "BR",
al cual se le adiciona el mismo volumen de suero bo-
vino filtrado e inactivado a $6°C durante 30 minutos.
S0lucidn yodoyodurada.- Se prepara mezclando 1 g. de
yodo con 2 g. de yoduro de potasio y disoclviéndolos-
con 300 nml. de agua destilada.
Jetlelee 3 I E B XA

Al frasco gue contiene el -

agar salino se le adicionan 4 gotas de solucidn de -
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eritromicina, 5 mg. de almidén en polvo, 2 ml. del -
medio de cultive "BR" y aproximddemente 50 mg. de la
materia fecal en estudio, observando las caracteris—
ticas de la misma tales como, la presencia o ausen -
cia de diarrea, moco, sangre y si su consistencia es
seca o dura. Se le deja cultivar en la estufe quran~

te 24 hrs. a una temperatura de 37°C.

3012~ CULTIVO.

Al frasco que contiene la =
giembra de la materia fecel, se le elimina el sobre-
nadante con una pipeta pasteur teniendo precaucién -
de no eliminar el sedimento y se le adicionan 2 go -
tas de eritromicina, 5 mg. de a2lmidén en polvo, 2 g0
tas de peptona al 20%, 1.5 ml. de ftalato de potasio,
¥ 1.5 ml. del medio de cultivo "BRS", Se le deja cul

tivar durante 24 horas méds a la temperatura de 37°C.

3¢1¢3.~-.SUBCULTIVO.

Con todo cuidedo del —-
fondo del frasco que contiene el cultivo de la mate-
ria fecal, se toma con una pipeta pasteur, una gota-~
que se coloca en un portacbjetos y se le adiciona u-
na gota de lugol y se cubre con un cubreobjeto para-
hacer la cbservacién al microscopio del creciniento-~

del cultivo, las amibas viables se observan teiiidas-
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%hlh;mldna. 4-caThS
Imiddn Smq
Matecta fecal

CULTiYD

"B.R.SY 15wl
Ftalato de po'hLS'\o 15ml
Evitromicina 2 cotas
Peptono. 2eras
Alrmiddn Swmy

Suscuitive
"BR.S" 15wl
Fholato de potasio 15
Eritromicina 2coms
Peptono. 2 womas
Almidin § wg

48hrs
33°C

Ficora 3.- CﬁLTivo MonoxEnico o= £. h@t g\gt\'co..
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por el lugol.

También del fondo del mismo frasco se toma una
gota como inéculo para hacer el segundo subcultivo,-
que es preparado en la misma forma que se describe -
para el primero. Se le deja incubar durante 48 horas
a 37°C para hacer luego le segunda observacién. Se -
gsigue el mismo procedimiento para log subcultivos

posteriores.
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DETERINACIOAGS ENZILALICAS,
3e2e~ Preparacién de los lisados.
REACTIVOS.

Solucién de &DTA 200 mM.~ se pe
saron 2.92 g. de IDTA y se diluyeron con 50 ml. de-~
agua destilada.

Solucidn de 4cido caproico 200 mhki.- Se tomaron 1.16
ml., de Acido caproico y se diluyeron con 50 ml. de~
agua destilada.
Solucibén de diticeritritol 200 ml.— Se pesaron 1.548.
de ditioeritritol y se diluyeron con 5C ml. de agua~
destilada. '
PROCEUIKIENTO.

| Las amibas cultivadas se
colocaron en un tubo de pléstico de forma cdnica; és
te fué centrifugado a 350 x g durante 15 minutos, se
desecho el sobrenadante y al sedimento se le adicio-
né una mezecla estabilizadora constituida por partes-
iguales de LDTA, 4c. caproico y ditioeritritol, todos
a una concentracidén de 200 mk, dejéndose en el conge
lador durante 24 horas . Después de este tiempo se ~
centrifugd a 3000 x g. durante 30 mirutos y el sobrg
nadante se utilizd para llevar a cabo las determina~

ciones enziméticas.
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3.3.- Desarrollo de las reacciones enzimdticas.

Para el desarrollo de las reacciones enzimiti-
cas, se utilizaron diferentes mezclas de incubacién-
en las que la produccién del formazén (compuesto de~
color), reveld la posicidén de las enzimas.
REACTIVOS.

Solucidn Tris: clorhfdrico 0.3 M pH B8.0.~ Se pesaron
3.03 g. de tris y se diluyeron con 50 ml. de agus -
destilada, ajustando el pH a 8.0 con 4cido clorhfdri
Co.

Cloruro de blagnesio 1 M.~ Se pesaron 20.32 g. de MgCJ.Z
¥y se diluyeron con 100 ml. de agua destilada, consep
véndose en refrigeracién a 4°C.

NALP (10 mg/ml).~ Se pesaron 500 mg. de NAIP y se ~=
disolvieron en 50 ml. de agua destilada conservé.pdo-
se en refrigeracién a 4°C,

Fructosa~ 6- fosfato (10 mg/ml).~ Se pesaron 50 mg.—
de F6FP y se disolvieron con 5 ml. de agua destilada~

¥y conservéndose en refrigeracién a 4°C hasta su uso.
Glucosa~6~fosfato deshidrogenasa (100 UI/ml).- De le
enzima G6PD contenide en el frasco, a una concentra-
cién de 10 UI/ml., se pasd a concentracidn de 100UL/ml

conservandose la enzima a una temperatura de 4°C.
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Azul de Tiazo0lil (5 mg/ml).- Se pesaron 15 mg. de a-

zul de tiamzolil (LIT), y se diluyeron con 10 ml. de-

agua destilada, conservéndose en refrigeracién a 4°C,
Metosulfato de Fenazina (1 mg/ml).- Se pesaron 10 mg.
de metosulfato de fenazina (FliS), y se diluyeron con

10 ml. de agua destilada, conservéndose en refrigera

cidn a 4°C,

Dextrosa (40mg/ml).— Se pesaron 400 mg. y se diluye-

ron con 10 ml. de agua destilada.

AT? (15 mg/ml) .~ Se pesaron 150 mg. y se diluyeron —

con 10 ml. de agua destilada.

Glucosa~1-fosfato (12.15 mg/ml).- Se pesaron 625 mg-

de glucosa-i-fosfato (G1P), y se diluyeron con 50 ml.
de agua destilada, conservidndose en refrigeracidén a-

4°C,

Agar al 1.2%.-~ Se pesaron 1.2 g. de asar bacteriolé-—

gico y se diluyeron con 100 ml. de agua destilada, -

la mezcla se calentd hasta ebullicién y se conservé-

en. tubos de ensayo en alicuotas de 10 ml. cada uno -

hasta su uso.

3.4.~ Corrimiento electroforético.

Para las electrofd-
regis se emplearon placas de vidrio con gel de almie
dén, empledndose celdas con cémaras de enfriamiento-

para conservar la temperatura constante a 8°C y ha -
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ciendo el corrimiento durante 3 horas a 240 mV y 140.
mA.
REACTIVOS.

Solucidén amortiguadora de fosfa.
tos 0.2 M pH 7.0.~- Se pesaron 17.4 g. de NaaﬂPO4 —
anhidro y 12.1 g. de NaH,P0,, se ajusté el pH a 7.0~
y se 1llevd a un litro con agua deatilada.

Solueidn amortiguadora de Tris-Mhalato Q0.1 M pH T.4e—
Se pesaron 12.14 g. de tris, 11.61 g. de bc. -
maleico, 2.03 g. de MgC12, 3.72 g8 de EDTA y 12.8 ml.
de NaOH 10 N. Se ajustd el pH a 7.4 y se 1llevé a un-
1litro con agua destilada.
Gel de Almidén.- Se pesan 2.3 g. de almidén hidroli-
zado y se disuelven con 25 ml. de la soluciéh amorti
guadora correspondiente. Se calienta hasta ebullicién
y se desgasifica al vac{o para posteriormente colo -
carse en lamines de vidrio de 15 x 25 com.
3.5.~ Determinacién enzimdtica Fosfoglucoisomerasa.
La electroforesis se llevd a cabo bajo las mig
mas condiciones de tiempo y temperatura mencionadas—
anteriormente en el inciso 3.4.
El gel se prepard con almidén hidrolizado y se
diluyé con solucién amortiguadora de fosfatos 0,015k,
pH 7.0, calentandose e ebullicién, desgasificéndose-
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al vacfo y colocdndose en placas de vidrio de 15 x -
25 cm.
Para el desarrollo de la reaccidn enzimltica -

se utilizé la mezclae de incubacidn siguiente:

TRIS: clorhidrico O, 3 M pi 8.0 7.0 ml.
Cloruro de Magnesio (10 mg/ml) 0.2 ml.
NADP (10 mg/ml) 0.5 ml.
TFructosa-6-fosfato (10mg/ml) 0.2 ml.
Glucosa~6-fosfato deshidrogenasa (100UI/ml) 0.5 ml.
bietosulfato de fenazina (PuS) (1mg/ml) 1.0 ml.
Azul de tiazolil (MTT) (5 mg/ml) 1.0 ml.
Ager al 1.2% 10.0 ml.

Después de llevar a cabo el corrimiento elec—
troforético y el revelado de la reaccidn enzimdtica~
le reaccidn que se propone se observa en la figura -

nimero 4.

3.6.~ Determinacién enzimdtica Fosfoglucomutasa.

La electroforesis se realizd en las mismas copg
diciones de tiempo, voltaje y temperatura descritos-—
anteriormente en el inciso 3.4.

El gel se prepardé con almidén hidrolizado y se
diluyé con solucién amortigusdora de Tris-Malato -
0.1 M pH 7.4, calentandose hasta ebullicién, desgasi
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ficando al vacio y colocéndose en placas de vidrio -
de 15 x 25 cm.
Para el desarrollo de la reaccién enzimétice -

se utilizé la mezcla de incubacidn siguiente?

Tristclorhidrico 0.3 M pH 8.0 7.0 ml.
vlorure de Mkagnesio ‘l e 0.2 ml.
NAL? (10 mg/ml) 0.5 ml.
Glucosa-1-fosfato (12.15 mg/ml) 1.0 ml.
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (100 UI/ml) 0.5 ml.
ketosulfato de Fenazina (¥5) (1 mg/ml) 1.0 ml.
Azul de tiazolil (LIT) (5 mg/ml) 1.0 ml.
Agar al 1.2 % 10.0 ml.

La reaccién que se propone para ésta enzima se

observa en la figura nimero 5.

3.7.~ Leterminacidn enzimitica Lhexocinasa.

La electroforesis se llevd a cabo en las mis -
mas condiciones de tiempo, voltaje y temperatura que
para laeg enzimas mencionadas anteriormente.

El gel de almiddn se prepard de la miema forma
que para la enzims fosfoglucomutesa, mencionada antig
riormente.

Para el desarrollo de la reaccidn engimética -

se utilizé la mezcla de incubacién siguiente:
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Trisiclorhidrico 0.3 L pH 8,0 7.0 oml.
Cloruro de liagnesio 1 Lk 0.2 ml.
NADP (10 mg/ml) 0.5 ml.
Dextrosa (40 mg/ml) 1,0 ml,
ATP (15 mg/ml) 1,0 ml.

Glucosa~-6-fosfato deshidrogenﬁsa(100UI/ml)0.5 ml.
Metosulfato de Fenazina (PS) (1 mg/ml) 1.0 ml.
Azul de tiazolil (WTT) (5 mg/ml) 1.0 ml.
Agar al 1.2 % 10.0 ml.

La reaccidn que se propone después de llevar a
cabo el corrimiento electroforético de ésta enzima -

se observa en la figura nlmero 6.
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RESULTADOS.

Se estudieron 355 pacientes en los cuales, se
investigé la patologfa digestiva, el sexo y la edad.

Se tomaron las heces de estos paclentes y ge -
cultivaron en medio monodxenico (34), con el objeto-
de obtener un cultivo positivo para amibas, obtenién
dose como resultado el 28.17 #.

Ia figura nidmero 7 muestra el esduema del pa-—-
trén eleciroforédtico de las tres enzimas estudiadas-
PGI, PQI y BHX, utilizadas para clesificar a las ami-
bas en grupos (ZIMODEMOS).

Al llever a cabo el estudio de la distribucién

de las amibas comensales, as{ como de E, histolytica

se obtuvieron los resultedos representados en la ta-
bla nimero X.

Los resultados obtenidos de acuerdo a la clasi
ficacién por zimodemos de E. histolytica y el porcen

taje correspondiente a las 100 muestras positivas es
tudiades se observan en la tabla n¥mero II.

En el casc de las amibas comensales E. goli y-
B. hartmanni, la tabla mimero III nos muzestra log re
sultados obtenidos.

La d:l.stribuciéxi por sexo de los pacientes oon-

cultivo pesitivo se muestra en la tabla niimero IV.
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Asimismo en relacién a la edad de los paciantes
la tabla nimero V muestra la frecuencia obtenida en -
porcentaje.

P relacién a la sintomatologfa presentads por-
estos pacientes, la correlacifn entre el zimodemo en-
contrado y la patologia digestiva se mmuestran en la -

tabla nmimero VI los resultados obtenidos.
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Zimodemo I I | IV | E. coli |Hartmanni

Tl 2 d /oo 7
No. total
10 /1001 7100} /100 OO 100

Tabla I- Distribucion por zimodemos de E. histolytica.
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Zimodemo

Total I T | IT | IV
04 13 | 5 | 59 | I7
%%  3.86|5.34/62.8(18.0

Tabla IL- Porciento de zimodemos de E. histolytica.
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Total |[E.hartmanni E. coli

6 S I

%o 84 16

Tabla IIL~ Porciento de amibas comensales




Sexo Numero

Femenino 40

Masculino 60

Tabla ™~ Distribuciéon por sexo de los pacientes

~ov -



Edad Frecezencm
5—20 8
20-30 42
30-40 28
40-50 | 2
50 d mas 1O

Tabla X~ Distribucion por edad de los pacientes
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Zimodemo | I | IL | TIT | I (E. hartmaonni) E. coli
Diarrea "G f’/g/ }G/ég s 3 '/f =
d . T
Moco i”’ 2 E /3/34 '0/17 . S 5 - c
Sangre f)/l/;/ /c/)/s/ 04 l 17 /O 5 _/-O/'/ﬂ—l/
TR Y24 2 B B
Tenesmo 2 13 ./Q’/S l/359 > 17| -2’ 5/ i O/ //4 /

Tabla ML - Correlacion clinica entre zimodemos y patologla

digestiva de E. histolytica y amibas comensales.
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DISCUSION.

De acuerdo a los resultados obtemnidos en rela-
cién al porcentaje de cultivos positivos pai'a amibas
con respecto a estudios similarss como los realiza—
dos por Sargeaunt, en tres hoapitales psiquidtricoe-
de Londres, muesiran un porcentaje similar ya que no
sotroa encontramos el 28.17 # en 355 muestras y Sar-
geaunt para 174 muesiras estudiadas encontrd el 25 %

Sin embargo no tod@s correspondieron a E. his-
tolytica ya que se encontraron también amibas comen-
pales (tabla I), todo esto demostrable morfoldgica -
y enzindticamente.

En cuanto a la caracterizacifn de los grupos -

isoenzimdticos de E. histolytica se encontré que el-

zimedemo IITI fud el de mayor frecuencia, siguiendo -
en orden de importancia el zimodemo IV y el I. LO =
cual es muy semejante a los resultados obtenidos cuan
do 8e ha investigado la frecuencia de estos zimodemos
(18), todos estos considerados por Sargeaunt como zi
modemos no patbgenos,. Cabe mencionar que el 5.34 %
ge encontré de E. histolytica zimodemo II, considera
do como patégeno,

Tos estudios realizados por Sargeawnt, Jimenéz
y Kumate (18,31,41), muestran porcentajes semedantes

a log resultados obtenidos por nosoiros.
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Al estudiar los cultivos positivos en relacidén
con el sexo, pudimos observar un porcentaje mayor en
el sexo masculino y en relacidn a la edad fué nota -
blecente més importante entre la edad de 20 y 30 —-
afios. ‘ ‘

Le ecuerdo a la historia clinica del paciente-
y al estudiar las alteraciones de la motilidad gas -
trointestinal relacionado con el grupo isoenzimético
encontrados se demostrdé que la diarrea y el moco.es-
tuvieron presentes en la mayoria de estos. Cabe mepn
cionar gue este tipo de pacientes, no presentaron el
diagndstico de amibiasis a su llegada al hospital ya
que el problema principal del paciente era psiquid -
tricoe.

Sin embargo creemos gue de acuerdo a las esta -
df{sticas reportadas por Sargeaunt, ¥y por nuesiros rg
sultados, la amibisgis intestinal en el paciente psi
quidtrico presente una tasa de infeccién mayor que-
para la demés poblacidn, lo cual a la fecha no se -
le hebf{a dado importancia aunque este es un proble-
ma real. Fensamos que gungue la mayor parte de es -
tos pacientes presentaron amibas no patégenas el -
5.3 7 correspondieron a zimodemo II de i, histoly -
fica, lo cual nos indica que estd presente una ami-

ba considerada paté:iena y consecuentemente la poBi-
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bilidad de aumentar el problema digestivo y tener -

mayores consecuencias en el paciente psiquidtrico.



CAPITULO VI



- 46 -

CUNCLUBIOGN LSS

la identificacidn de E. histolytica por los pro
cedimientos de rutina, es dificil ya que morfoldgica-
mente no presenta caracteri{sticas bien definidas, a
menos que se utilice una técnica de tincidén especial-
para demostrar la presencia de ndcleos, cromatina etc.

Lo metodologfa del cultivo monoaxénico, es util
ya que rediante este se pueden efectuar pogteriormen-
te las determinaciones isoenzimédticas (ZILODELOS) co-
rrespondiente a las amibas encontradas, por 1o que es
importante conocer de manerg definitiva la correla —-—
Eién que existe entre la patologia digestiva que pre-
senta una persona y el tipo de amiba del que se trate.

En cuanto a la tasa de infeccidn presentada por
los pacientes psiquidtricos, se encontrd que el 5.3.%
correspondié al zimodemo II considerado como patdieno
y fué mayor en ellos, ya que el problema mental que =
presentan les impide tener las medidas de higiene ne-

cesarias para disminuir ésta tasa de infeccidn.

&1 determinar el patrén iscenzimftico (ZITOLUELO)
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de ciertas enzimas con un patrfn previamente estable
cido en estos paclentes, nos indicard el camino co—
rrecto a seguir en el diagnlstico y tratamiento de -

la amibiasis.

Seria conveniente el continuar con este tipo de
estudios para determinar la relacifn que existe en -

cuanto a las amibas comensales, Entamoeba coli y =

tamoeba hartmanni en la patologia digestivae que pre-

sente algfn paclente,

Por lo tanto consideramos de sum importancia-
el uso de esta metodologia en todas aquellas perso—-
nes en lag cuales ge sospeche la presenciz de amibas
para poder establecer el diagnéstico diferencial en-
4re una amiba patbgena y una no patégena.

Sugzerimoes el empleo de esta metodologfa como -
una aportaéidn al cuerpo médico para el mejor manejo

del pacionte
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