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GEHNEBRALIDADES



1. GENERALIDADES

L.1l. Antecedentes histdricos.

La primere referencis que se tiene con relacién a la aunibiesis en
nuestro peic es la de Cooper, en su libro "Epidemic Disesses in Mexico Zi-—
ty, LT718-1813", relate que en L776 huho aquf una rran epidemia de tifoidea,
disenterfa, neunonia e influenza, y el médico don Toaquin Pfo Erufa opind:
"una enfermedad del hfgedo ha sido la cauéa principal de la mortalidad en
esos afios". La menoidn especifice de "disenterfa" y le importancias que se
did & "una enfermedad del h{gudo", sugieren que entonces heya sido agui -
muy abundente La amibissis, en sus localizaciones cSlica y hepética (9).

En cuanto al c¢onocimiento de las amibaes fue Rdésel van Roasenhof, pin-—
tor miniaturista de profesidn, tallador de lentes y microscopista por afi-
cibén, quien descubrié en 1755 un micronorganismo que cembiabe cnnstantemen—
te de forma, por lo cual lo Llamé '"el pequefioc proteo'". Ehremberge cred en —
1839, el eénero imoeba y en 1849 el naturalista ruso fros describié la pri

mera emibe purdsite del hombre conocidae, su Amoeba ginpgivalis, llumada des

pués Entamoeba gingivalis (10).

48{ pues, Wilheln Lembl en 1863 (32) es el primero en referir & la —-
amiba como probeble causa de padecimiente humano, pues observs los psrési-
tos en las heces de nifios sfectados por disenterfa. Este autor también deg

eribibé a Giardis intestinalis en esta poblaecibn, atribuyéndole ociertos sin

tomas & la amiba y otros a la Giardia; una publicacién semejante fue hecha
por Morris J. Lewis {(34) cinco afios més tarde, con muchos oasos de célera
en la [ndia.

Es pues, hasta 1375 que el Dr. Fedor Aleksendrevitoh L#sch (36) publi
36, en el nfimero 65 de los "Archivos de Anatomfa y Fisiologfa Patolbgiocus
7 Medioina Interna", diriridos por el gren patéloro Rudolf Virchow, lLos re
3ultados de las observaciones y de la erxperimentecién que hizo en el ocasmo
de disenteria que padecif un campesino oriundo de la regidén de Arkengel, —
‘nternado en la clinica del Profesor Eichwzld en San Petersburpro, hoy Le—~
ningrado. Este trabajo demuestira la etioloofa del pidecimiento no sélo por
21 descubrimiento de la amiba, sino por ofrecer la primera prueba experi-—

aental de su poder patéreno.



En 1336, Stephanos Kartulis (25), médico del Hospital Helénico en Alc
jandr{a, publicd, en los "Archivos de Virchow", un relato de sus observa——
ciones en 15 casos de disenterfia con existencia en las heces de lLos pa——-
cilentes, de amibas como las descritas por Ldsch. Ademéfs, logrd trensmitir
la infecoién amibiana & unos gatos y afirmmé el papel etioldgico esencial —
de la amiba en la disenter{sz.

En 1839 Musiutis publicé sus observacinnes en 5 cesos de diversas en—
fermedades, la tifoidea entre ellas, en los que encontrd amibas en las he-
ces de sus pacientes, sin sintomas de disenterfa, por lo cual negbé el pa--
pel etioldmico de aquellos pardeitos en la enfermedad.

Pero Xertulis, en 1390, reefirmé sus ideas cusndo informé la observa-
c¢ién de 2 casos de disenteris en Oreciz, oon amibas en las heces de log en
fermos.

Robert Koch (27), mientras estudiaba el oflera en Egipto y después en
India, examind gran nimero de muestras de heces de enfernos y practiocd no
poces necropsias. En 5 oesos de disenterfa, 2 de ellos complicados con abg
cesos del hirado encontrd§ amibas como l&as que antes habfa visto en las he-
ced, en cortes histoldpicos de dlceras cédlicas. Halld también ezas emibas
en capileares hepfticos cercanos a abscesos, con lo cual puso en olaro, en
1837, la relacidn etioldpica entre disenteria y ahsceso hepético, que co--
mo coincidencia o complicacién era ya conocida.

En Checoslovaquia también Hlava (2)7) encontrS§ amibas en casos de di--~
gsenterfa. En L1387 inoculd con heces de pocientes, abundantes en amibes, a
varias especies animales ( perros, gatos y otros) y tuvo éxito positivo en
4 getos, por lo cual afimé el poder patdeeno de tales parfsitos. En el -—
mismo afo, Kertulis (26) contribuyd nuevamente al conocimiento de la ami——
biasis cuando notificé la existencia de amibas en 2) casos de absoeso hepd
tico, con lo cual lograba confirmar la naturaleze emibiana de esta afec———
oidn.

Un clinico ctnadiense William Osler es el primero en reconocer las —
amibas de Ldsch en casos de disenteria en el continente americano.

En 1891, W. T. Councilman y Il A. Lafleur (1l), publicaron su monosra
f{a Amoebic Dvsentery, brsada en 14 casos observados olinica y anstémioca-—~

mente en B.U.A. Las principsles aportaciones de estos autores clésicos de



ta emibiasis, sons que el padecimiento actual es une entidad anatomeclini-~
ni bien definida, y que el agente patérene es lLa amiba, & guya espesie dis

ron el nombre de Entamoebs dysenteriae.

Quincke y Reos publiocaron un estiudio en 1893 en el cual oonfirmsn la
axistencia de més de una especie de amibas parédsitas en ol intestino huma-~
ne ¥ descubrieron el ciecle evelutive de la amiba disentérica.

Kruse y Pasquale en 1894 produjeren disenterf{a en gatitos inoculéndo~
les oon pus de absceso hepitice, bacterioldgicamente estéril, y as{ dieren
nueva comprobecidén de la capacidad de las amibas para produoir disenteria
sin ir acomparadas pér aotros géneroes.

En 1903, Huber preocisd los caracteres diferenciales de los quistes de
les dos especies de amibas hasta entonces conocidss cemo parésitas en el ~
intestine humano y, en La misma fecha, Schaudinn (67) fijé eon precisién -
los detalles estructurales de esas dos especies de amibass 8 la patégena ~
la llambé Entamoeba histolytiecas, y Entameeba aoli & la espeoie censtantemen

te desprovista de poder patéganoe.
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L+2. Entoinoeba histolytica.

El ciclo de vida de E. histolytica es complejo y cn él se producen
almuros cambios en la morfolopfa del parésito; los més imporitsntes desde -
ol punto de vista médico son el quiste y el trofozofto o forms mdvily ya —
que L& infeccibdn se adquiere fundementalmente por la ingestidn de quistes,
una vez dentro del organismo éstos se rompen después de la reduolicecién -
de ceda nficleo y dan lugar & los trofozof{tos, que son la forma bioldsica =~
patéeens. Las formas intermedias, el prequiste y el metaquiste son perte -
del ciclo bioldpico (9}«

Bl quis%te es una estructura redonda u oval que mide de 25 u @ 35 u 4
diémetro; muestra de uno a ocho nicleos, pero Lo més comin es que setn cu
tro, con una membrana nuclear delicada con condenseciones de crometina ——-
arregedas sobre la superficie interna, con un endosom& central formmadn por
uno o varios gréinulos dispuestos en un Srgano compacto; los quistes de B.
higstolvtica muestran cuerpos cromatoides con puntas romas, el citoplasma -
es li~zramente granular y puede contener alpunas vacuolas (9).

Los trofozof{tos miden de 6 u 8 40 u de difimetro y muestren una memhra
na citoplésmica delgada; el contenido se divide oldsicamente en dos porzi-
nes: una zona erterna, o eotoplasms, que es més clara y da lugar & los ssu

¥ una zons interna, o endoplasma, finsmente granular con muchas -

dépodos,
vacucless El nficleo oocupe aproximadamente una quinta parte del volumen ce-
lular v epsrece como una esfera central rodeada de uns membrana delgada, -
con coromatina granular dispueste en masas irrepulares. El cariosomz es pro
minents ¥ con freocuencia estd en el centro del nicleo, sunque en ocasiones

puede ser mds o menos evcéntrico.

Quiste PTrofozofito
slobulo rojo
ingerido

cuerpo

cromatoidal citoplasna

nicleo

pared quistica nticleo



Ciclo biolérico. Cuando los quistes de esta especic, eypulsedes com =
las heces de una persona infectada, han sido inreridos, pasan al estdmago
sin sufrir alif alteracién perceptible; bejo la zooidn de los jurmos intes—
+*intles su membrana va siendo dirserida ¥ cuando Llegan @ la porcidn termi-
nal del {leon, &ste se rompe y sale una amiba cuadrinucleada que por divi-
eidn de su citoplasma da orirmen a cuatro peqguefias amibas uninucleadas, ca~-
de una de lae cucles 5o divide & su vez en dos, con lo cual de cada quiste
resultan ocho amibas en la fase metaquistioa, l&s que pasan al colon, se -
fijon sobre la mucosa c6lica, pueden penetrar en el espesor de éste donde
86 &limentan, se desarrollan y se nmultiplican. Las de zlpunas cepas pooo -
virulentas o cuando las condiciones de su ambiente no les son propicias, -
se quedan sobre ls superficie de la mucosa o en la luz del colon, pasan =—-
pronto a la fase prequistica y se transforman finalmente en quistes, los ~

que son expulsados al exterior con las materias fecales (42).

Trofozoitos en
intestino grueso
se multiplican
asexualmente por
fisidn binaria. Diapgnbstico
Los gquistes resis*entes

Los quistes pasan

al intestino delgado e infectivos pamsan & heces

v ocurre el desen- (los trofozoftom pueden en=

quistamiento. contrarse frecuentenente en
heces lfquidas o blandas).
Modo de infeccién
ElL hombre inriere los
quistes tranamitidos
por heces, dedos, ali-~-

mento, fomites y mnsces.



Desnués de alcanzer el intestind delguadn, ya sea por la ingestidn de -
quistes o por inveccidén intracecal experimental, los trofozoftos de E. his-
tolyvtica requieren un medio adecuado pare sohrevivir y multiplicarse. Tal -
medio esté aparentemente proporcionado por la luz y la pared del intestino,
que deben estar en un rango de pH y potencial redox adecuados, as{ como por
factores bacterianos y nutricinnales necesarios para el crecimiento de las
amibas (40). Adends, a este complejo srupo de requerimientos contribuyen -
fectores penéticos, dietéticos, fisinldgicon, otros no bien determirados,
que dependen del huésped y es sblo sracies a gque la amiba no parece ser par
ticularmente delicada y selectiva, que su crecimiento y supervivencia son
posibles (15, 39, 51)3 més ain, es posible que las varieciones en estos fao
tores expliquen por qué huéspedes que aparentemente eatéin recibiendo el mis
mo nfimero de amibes de la misma cepa y por la misma v{a reaccionan de mane-
ra diferente; aleunos de ellos, desarrollando lesiones extensas con manifes
taciones clinices graves mientras otros muestran escasa o ninguna respues—
ta (72).

El cultivo artificial de F. histolytica ha progreesdo & través de di-—

ferentes etapass a) E. histolytieca en amociaoién con flora bacterians com—

pleja o oultivos mixtos (6); b) E. histolytica en asociacién con una sola -

bacteria (Baoteroides svmbiosus, Egcherichia coli) (59) o con otro protozoa

rio (Prypancsoma cruzi) (53), estos son los llemados ocultivos monoxénicos —

realizados aprorimadamente desde 195) y o) E. histolytica exclusivemente, -

denominado axénico desarrollade a partir de 1961 (l4).

El antlisis de antigenos de diferentes cepss de E. histolyvtica median
te inmunoelectroforesis (IEF) fue realizsdo por Krupp (28) quién demostré
que las cepas patérenas de E. histolytica poseen similitud que no compar——
ten con cepas no patégenas.

Ishaq (22) encontr3 que diferentes cepas de E. histolytica poseen ma-
yor nimero de antirenos cepas-espec{ficos que comunes. Es posible que tal -
grado de veriacidn entisénioca sea la causa de re-infeccidn en pacientea ~—

que poseen &lto titulo de anticuerpos «nti- E. histolvtica.

Numerosos intentos se han realizzdo 8 fin de obtener el antigeno puri
ficodo; Los prinmeros se llevaron a cabo con extracto crudo dal cultiveo mo-

noxénico de la emibve (1, 2, 3), ta bioquimica suriere que el extracto cru-



do es una glucoproteina.

Recientemente se utilizan cultivos ayénicos de la amiba y las erxtrac—
tos crudos se fraccionan medisnte oromatografie en column: de Sephadex (29,
66). Es posible demostrar precipitinas oon el ant{peno amibiano crudo y ocon
todas sus fracciones, B8in emdbarpo, lLas hemarslutininas s6lo se ponen en evi-
denocia con la fraccidn de peso molecular més alto (650 730).

Une aplicacidén del ant{zeno amibiano puro es la obtencién de antisue——
rog especificos fitiles en el inmunodiapnéstico del &bsceso hepftico amibia-
no, el cual estd asoci&do con la aparicidn de antiseno amibisno en el suero
del pauociente. Bl uso de técnicas como la contraimmunnelectroforesis (2IEF),
el radioinmunoensayo (RIA) y la téonica de ELISA en aquellos casos en los ~
que no es posible demostrar la presencia de B. histolytios en el pus aspi—
rado, incrementerdi ila positividad en aran proporcidn o tal vez en todas las
muestras de suero infeotado (41).

Muchas hipStesis se han Buserido al oonsiderar el mecaniamo por el ——
cuél ciertas cepas de E« histolytica son citolfticas e invasivas. Es pogi-—
ble que la aniba virulenta elabore enzimas que produzcan el efecto citol{~
tico caracter{stico obmervado en la amibissis invesiva. Utilizande zmibes -
que estuvieron asoci&das con bacterias, Neal (52) demostrd la presencia de
enzimeas proteolitiocas que atacaron & la caseina y a la gelatina. Estas en—
zimag fueron inhibidas por el suero. El pgrado de actividad protenl{itict co-~
rrelacionéd oon la invasividad amibiana en modelos experimentales in vivo.
Otras enzimas proteolfticas asociades con E. histolytica incluyen l& trip——
sina, pepsina, amilasa, oarboxipeptidasa, glutaminases, estearass y hisluro-
nidasae. Sin embargo, tanto las cepus invasivag como no invasives contienen
tripsina, y la presencia de hialuronidasa no correlacione con lz virulencia
del pardsito in vivo (23). Tanbién se han identificado proteasss gue son --
inhibidas por suero y precipitadas por el suero de pscientes con chsceso -~
hepdtico amibianc (7, 38, 46, 47).

Diversas observaciones destacan la importiénciz del contacto entre la -
amiba y la célula blanco pars que se desearrolle el efecto citolftico; se ha
postulado que K. histolytice libere toxinos o enzim&s & través de veriag -—
estructuras observidas con el uso de microscoplo electrdnico de harrido =——-
(lisosomes activoe de superficie; ertensiones dendritiocus v evtensionen de

superfioie) (37).



E. histolytica tembién posee la actividad de colagentsa en su membra-
na plesmftics por lo que requiere el contacto directo con el sustrato. Po~
siblenente esta enzima juepue un pepel importante en los mecanismos de in-
vagidén tisuleér, ya que en el curso de la &mibiasis intestinél invasors la
amiba penetrs activazmente en la mucoss y submucosa de intestinn grueso (19,
50, 56). Los estudios de microscop{a electrénica iel epitelio intestinel -
de tejidos infectados in vivo e in vitro (eutopsius de humaros y enimales
de experimentzcién), muestran que la limina basal v el tejido conectivo de
la submucosa son dafiados (15, 73). EL colémeno es el mayor componente de =
la l&mina basal y de la matri:z evtracelular del intestino (49, 55, 62).

L& clasificacién de pirisitos mediente iBoenzimaslfue inici«da por se
paracién electroforétice de lisados de Trypanosomas {B). En el caso de E.
histolytioca uno de los primeros en clasificarla haciendo uso de la separa—
oidn electroforética en acetato de celulosa de diversas enzimas glucoliti-
cas fue Reeves (57, 58).

Sargesunt ha trabajado con trofozoitos de E. hictolytice en ocultive -

monoxénico ¥ ceracterizfindolos de acuerdo a Bu patrén isoenzimético median
te electroforesis en gel de almidén, ha demostrado que E. histolytica pue—
de clesificarse hastae en 18 diferentes zimodemos. En sus invesitigeciones —
realizadas en le ciudad de Mévico ha encontrado s8dlo 13 zisodemos de los ~
cusles 3 estdn clurcmente z#sscitdos con amibissis olinica invesiva, mien—
tras que los restantes se ohiuvieron & partir de portadores asintométicos.
Las enzimas dtiles para esta slasificmoidn sons mélica (EM), fosfoglucoiso
merase {POI) y fozfoglucomuiasa (PGM). En cste aistema la denominsda banda
beta en POM perece ser el marcador de patogenicidad en los zimodemos (63,

64, 65).



1«3. Amibisesis. .
Se entiende por smibiasis la infecoién por Entamoecba histolytice -

(67), un protozoario de La clase Rhizopods y del género Entamoeba ( 32)3 in

eluyendo les casos de infecoidn en la luz intestinal o amibiasis luminal,
y los cases en que, cuendo la amiba invade, Be produce smibiesis tisular;
obviamente se inoluyen bajo el concepto de amibiasis tanto los cegos asin-
tométices, como les que presentan enfermedad olf{nica, dado que la presen--
ois de sintomatslogia es8 ocirounstancial y cambiante & le larco de l& infeo
6ién (5 ).

La amibiasis ee un padesimiento endémioce transmitido de hombre & hom-
bre, que existe préoticamente en todos los paises del munde. Aunque habi-~
tualmente se considera cem¢ una infeccién troploal, ¥ no hay duda de que -
su frecuencia es més elevads en paises con olimas ocllides y himedes, la —
amibiasis hs sido ebservada précticamente en todas las latitudes {(43). Los
diferentes grupes socisles y ecendmices estudiados han mostrado variacio--
nes extremas en la frecuencia de la infeocién y de los sintomas olinices,
aun dentro de la miema &ros geogréfica (68).

No existe un procedimiente emtandarizade para determinsr la frecuen-—
cia de la smibimsis em un lugar y tiempe determinados, valerando los dis—
tintos parfmetros que en la asgtualidad son importantes de medir. De esta —
manera, los dates disponibles de distintas éreas del mundo no gen verdade-
ramente compérebles.

En relscién e La frecuencie de la infecsién segin puede determinarse
por ceproparasitoseodpices, en México las cifras confiables oscilan entre —
5 ¥ 55 por ciento, estiméndese que en promedie, probablemente el 27 por -~
ciento de la poblacién lleva K. histolytica. En Bresil, estas cifras osoi~
lan entre 5 y 48 por ciento. En folombia, entre 27 y 67 ‘per ociento, eati-—
méndose en promedio la cifra de 497 por ciente. En Chile, se oalcule que el
1746 por oiento de la poblacién tiene la infeocibn. fosta Rica, en una
extenss encuesta, se encontrd 27 por oiento oon infescién. (5 )

Es evidente quet

1) La infeccidn es muy frecuente, pues en much&s reciones se expresa

en porocentaje de poblaoién ne seleccionada.

2) Préotiocsmente ne hay frea del mundo que esté Libre de emibiasis, -



sun cuando se presente ocon importancia varisable.

3) A la luz de los datos disponibles, se puede ver que zproximadamen-—
te una cuarta parte de la poblacidn de América Latina tiene amibisz
8is, semuramente la mayor perte en forma asintomé&tice, pero cnneti
tuyendo una sdlida fuente de infeccidn.

El investigador en salud piblica, haciendo encuestes en poblacién ge-—
neral mediante exdmenes coproparasitoscépicos, ha encontrado muchas perso-
nas con E. histolytioca, pero sin manifestaciones de enfermedad; estas fre-
cuentes infecciones asintométicas hen originado una serie de consideracio-—
nes peculiares por pirte de los investipadores que no manejan otros aspec—
tos de la amibiasis.

Esta infeccidn, desde el punto de vista anatomopatoldeicn, la podemos
encontrar sin producir lesiones en el huésped, o bien, produciendo lesio~
nes neoréticas con poca reacciédn inflamatoria en el intestino grueso, ocon-
menor freouencia en el hisado y con mucha menor frecuencia en la piel, el
cerebro y otros 6reanos (24, 33, 35, 45, 54, TL).

Absceso cerebral
hematéseno

fibsceso pulmonar
invagidn directa

Absoeso subdieafragmétioco
elevacidn del diafraema

Absceso pulmonar
hematdpeno

Anidbiasis cuténea

! .
invasién directa Absceso hepético

henatéreno

Absceso del intestino grueso
primario

Absceso esplénico

‘s . hematdreno
Infeccidn apendicular "

Infeccién periunal de la Vena porta

fistula

Deade el punto de vista clfinico, le amibiasis sme puede presentar co-
mos a) una infec~ién asintonética, b) con diversos cuadros intestineles ~

que pueden dividirse en amibiosis intestinal aguda o crénice, c¢) con oua-

1



drog referidos & potolomia hepbtice que podemos dividir en hepstitis y ab-
sceso hepéticn amibisno, d) como une smibissis cuténea o e) ocssionalmente

con nanifestaciones clinious de las diverses complicsociones (s5).

Correlacién entre las distintas etapas de La migrsoidn de §gtamoebﬁ his-

tolytica en el hombre y los diverses ouadros clinicos de la amibiasis.

Looz Lizaoidn | Tipo olinice -CPS ' | Reascién Tipos de
del parésito de amibiasis SR K serolégioca | amibiasis
folonizaoidn de & | L. Portsador : + - Tuni~
luz intestinel nel
In-
Invasién de la po | 2. Asintomftioca
red intestinal 3. Intestinal orémnioca tea—
4. Intestinal aguda M + Ti=
5. Ameboms tinal
su-
Invasién del 6. Hepatitis aguda Extra—
higado Te Lbsceso hepbti- - +
co
ler intes-
Tnvesidn de otros 8. Diverses localiza
Adrpanos y tejidos ciones viscerezles - + tinal

9. futénea

CPS: Exsmen ooproparssitoscbpico.
EL dierndstico de certeze se resliza cusndo se encucntran los trofo--

noftos de B. histolytica. Se practican reacciones inmunolésiocss teles ocomo

ls de hemiplutinscidn, countr:irnauncelectroforesis, aglutinacién de létex y
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otros, con buenos resultados, sabre todo en amidbiesis extraintestinel (&7,
70).

En los ocasos de amibiassis e independientemente del tizn olinice de quc
se trate, se deben realizar exémenes coproparasitoscépicbé (nPs), tanto por
el m8todo direoto o en fresco, como por concentrscidn, por lo 1enos en 3 -
ocagiones; si el paciente es un lactsnte o un preescoler, lz tome de la -~
muestra para el 7PS directo debe realiztrse con cucharills rectal (62).

En lLos casos de smibiasis intecstinel &suds es dtil practicer rectosig
moidoscopia, tanto para observar el uwvutado de la mucosa come parc tnnar ——
muestras de meteria feowl y de secrecidn ninosa mediante el rasmpado de al-
guné tlcera e investigar 18 presmencia de trofszofltes (44).

Es dtil realizsr tanbién radiografliss simples del abdowmen on posicidn
antereposterior y lateril, con el fin de observar =i existe festoneamiento
de la mucosz del oolon o dilatecién téxioca del colon ("colon toxicosmibin=-
no") o de perforacibn intestinel (74).

Si se sospechh emibiasis nepfitica, adeafs de los estudios onteriores
se deben realizear pruebus funcinoneles hepfiticas, pruebas de séngriado y —-—
coagulacidén y rédiografias simples en posicién enteroponterior y leterel -
de lLa remidén toracoabdominal, pare observer el &reu hepftica Bsi ocomo loe
oaracteristicas del ditfripma. Pars estublecer el témeno, lonrlizncién v -
nimero de absscesos, el cammagramd hepftico s de rran ubtilided (L7).

En ceso de gue Se puncione el abnceso, se debe cnvisr al producte ob-
tenido al laboratorio, pera el estudie parasitoucdpico y para el cultive —
de pidgenos.

En la amibiasis mucocuténea, el evemen pnrssitoscépico de le secre-—
¢ién de la lesién puede nosirer los trofozoites de Ee. histolytios, pero —
este estudio se hace necative con lss primerss dosis de !« drowvss anti--—
emiblanas. Ayuda &l diasndsiico l& biopsie del borde de La dloera.

En Los ousos de smibiwsis intestinsl c¢rhnice se emplesrén dropas pn—
tiamibisnas que no se uhsorben »r gque actien fundementalwente en la Luz in-
temtinaly se recomiendsn les sieumientes, por vis bucul: scoreiode~hidrori-
quineleina y dicloroscetemid: {olorefanayamida).

Los casos de amnibisnis intestintl aruda se deben de aernejar con dro—

gaa de acolén sisténice y se recomiendsn les sisuientess anetine o dehidre
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emetina, por 18 viz intramusculer.

Si no hay Jémitos o intolerancis, puede administrerse metronidazol. Al
administrar metronidazol no se deben ingerir bebidas o medicamentos que con
tengan aleohol.

La amibissis hepftica, en cutlquiera de los tipos clinicos que han si
do sefislados, se deben manejar con emetina, dehidroemetina o metronidazol.
En casoc de no observarse mejoria o de que eviste el peligro de rupture del
abscesoe hepfitico, esté indiéado praoticer puncidédn o drenzjee.

Las drogas de elecsidn en los casos de amibiasis cerebral, mucocuté—-
nea, pulmonar o de otros sitioes, son la emetine o l& dehidroemetinas es —-—
probable que el metronidazol intravenoso sea también itil.

BEs conveniente aclarer que todas les drores entiamibianes ectfian con-
tra los trofozoitos de E- histolytica y no tienen ninguns acoién contras los
quistesn.

13




INTRODUCCION



2. IHTRODUCOION

2.1, Pundamentacidn de le elecolén del tema.
la parsaitosis por E, histolytiga se encuentrs extondida en todo =~
el mundoj puede considerarse un padecimiento endémioco entre el paralelo 40
norte y el 30 sur (2L).

Ia mayor parte de los autores consideran que la tasa de infecoidn en
promedioc es del 20% de la poblacifn mundial, la cual soc encuentra infecta-
da por este pardeito (5i). Zia embargo, ol nimero de pacientes que sufre -
realmente la enfermedad amibiany es muy variable en los distintos pefees -
(4, 12), es decir, s8lo ia minorim de loe parasitados presenta evidencis
de invasidn tisular, ya sea colitis amibiana 0 un absceso hepftico amibia-~
no. Por lo tento, la tasa de infeocifn en una poblacidn que tiene E. histo
lytics no es un indice fiel para juzgar la frecuencia de la amibiasis olf-
nica en una sona gaeogrifica (68). Ds acuerdo con este criterio, se demues—
tra que ciertos pafses son mis duramente agotados por el psdecimiento, en
vista de 10 cusl se les ha apliondo ol signifigcativo nomdbre de "patriss de
la emibiasis® (13). Indudablemente, México es una de estas "patrias de la
amibiasla™, constituyerdo un problema de salud pblica.

242, Planteamiento del problema

En México, la tasa de infeocilén sec ostima en los alrededores dsl S
8l 79% predominando en los medios pobres y mal suneados (18,61 ). Una gran
proporeidn de los infectadoe gon portadores canos y @élo uns minorfe enfer
ma, correspondiendc cato al 6% ( 31), por lo que como ya se mencionb, para
jusgar la frecuencia y gravedad de la amibiasis invasora on nuestro medio
0 en un 4rea googréfica merd necesario conocer la cantidad de abnscesos he-
pdticos amibianos o el nivel de anticuerpos anti-amibianos presentes. Con-
sideramos que un enfoque que no se le ha dado a este problema, es evaluar
la capacidad inmunol8gica del hudsped y hacer correlacifn de &sta con el -
diferonte grado de patogenicidad que presenta E. histolytica Juzgado esto
por su capscidad de invasién al determinar el tf{tulo de anticuerpos anti——
amibisnos, asf como el patrdén electroforético presente en la amiba,
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2.3, Objetivos
Investigar oi existe una correlacidn enire la sducacién (malos hd-
bitos de higiene), deficiencle en los servicios de salud ¥ presencla de E.
hiptolytica invasora o si o3 unm relacidn hudsped-pardsito (condicionads -
por el estado nutriclonal del huésped y la capacidad de dafio del panisito).
Determinar si hay una correspondencia entre la sintomatologfa del por
tador y el patrén electrofo;ﬁtieo de la E. histolytioca aislade.
Bvaluar la posible interaccifn entre una defiociencia inmunolégica y -
ol patrén electroforético de E. histolytica presente en el portador y en -
un paciente con sintomatologia de amibimsis.

2.4+ HipStesis de trabajo.

Ei tftulo de anticuerpos presentes en el suero contrm los diferen=
tes grupos isoenzimgticos de B, hlstolytica, no es significativo en una po
blacién de portadores sanos (no presentan evidencia de invasién timlar).

As{ nismo el grupo 1scenzimfAtico de la smiba aislada no corresponde -
al determinado en una persona con amibissis inveasora.

L5



PLAT
DE
TRABAJO



3. PLAN DE TRABAJO

El muestreo se efectiia en la oolonia Jeosé Lépes Portille (Delegacién Ig
tapalape), oon especfmenes de materia fecal provenientes de familiares de
persenas que asisten al Centro Comunitario de Salud "Jesé Lépez Portille"
(IX-1) por molestias de f{ndole pastreintestinal, a les cuales se les pro—
percionan los recipientes adeocuades y las instrusciones necesarias para la
realizacién de una oorreotavtoma de la muestra.

Cada una de las muestras se somete directamente a la técnics del oul-
tivo monorénico de B. histolytioca, les ceses positives se subesultivan tan—
tas veces oemo Sea nesesario hasta tener una buena ocuantidad de amiban. EKe-
te Es el material que Be utiliza para preparar los lissdos destinados a ——
lag determinaciones enzimdticas come 8 la hemaglutinacidn pasiva.

Por tiltimo, a partir de aquellas personas que prosentan la amiba al -
oultivo, se obtiene una muestra de sangre, misma que sirve para llevar & -
cabo las determinaciones serolégicas que permiten evaluar la respuesta in—

mune del huésped hacia el parésito en estudio.

Individue
| -

materia fecal

oultive de amibas sangre
No amibas Anibas suero
Lisades

¢
Determinaciones Hemaglutinacién
enzimatioas

nusntificacidén de
Igs y O
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4o, MATERIAL

4.1. Equipo
autoclave
balanze enalftica
balanze granataria
bomba de vacio
cdmaras de enfriemiento
celdas pars electroforesis
centrffuga clinica
espestrofotbmetro
fuente de poder
homogenizador
incudbadora
microscopio compuesto
pH-motro
refrigerador
tanque de congelscidn oon H2 1fquido
tormémetro

442+ Material
abatelenguas
aplicadores de madera
algodén
buldos de suceidn
cangstillas
cubrebocas
cubreobjetos 24 X 24 mm,
eapdtulas de acero inoxidable
estuche de diseccidn
frasoos de vidrio con tapdén de rosca cap. 5 ml,
Pragoos de vidrio de boeca ancha
gasa
gradillas
guantes de asbosto
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4.%+ Reactivos
dcido caproico
dcido oftrico . Hzo
dcido clorhidrico
acido ldotico
doido maleico
doido mdlice
agar bacteriolégico
alcohol etflico
almidén en polvo
almidén hidrolisade
azsul de bromotimol
azul de tiazolil
oarbonato de sodio
cltrato de sodlo
ocloruro de magnesio
cloruro de sodio
ditloeritxitol
EDTA
eritromicina
fonol (Folin-OCiocalteu)
fogfato dibéeico de sodio
foasfato monobdsico de potasio
fosfato monobdsico de sodio
fructosa~6-~F
glucosa
glucosa=~1~p
glucosa-6-P~deghidrogonasa
hidréxido de sodlo
metogulfato de fenagina
NADP '
peptona
sulfato de amonio
sulfato de cobre . Sﬂzo
sulfato de magneslo
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guantes de hule

hielo

hilo

Jeringas desechabdles de 5 ml,

1dminas de vidrio pars elestroforesis 15 X 23 cm.
ligeduras

manguera de hule

masking-tape

matraces aforados cape 1 1.y 500 ml. y 100 ml.
matraces Erlenmeyer cape 6 Loy 500 mle, 250 ml, y 100 ml.
matraces Kitasato cap, 500 ml,

mecheros Bunsen, Fisher

microdilutores

micropipetas 100 ul., 50 ule y 20 ul,
palanganas de pldstico 10 X 25 X 35 ¢m.

papel aluminio

papel Glassine

papel milimétrico

papel parefilm "M"

perilles de sucecién

pipotas graduadas 10 mley 5 mley 2 mle y 1 mle
pipetas Pasteur

placas pare microtitulacidn

portaobjetos 25 X 75 mm,.

provetas graduadas 500 mla., 250 mle., 100 ml. y 50 ml.
runtas de pldstico para micropipetas

tapones de hule, mimeros: O y 6

tela adhensiva

tripie con tela de aabeato

tubos capilares

tubos de ensaye 12 X 75 mm. y 13 X 100 mnm.

tubos de pldstico de fondo c¢énico con tapén de rosca cap. S0 ml.

tubos de vidrio oon tapén de romca 15 X 150 mm.
vasoa de precipitados cap, 1 1. y 100 ml,
viales de pléstico pars congelamocién cap. 2 ml. y 5 ml.
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tartrato de sodio y potasio
TRIS

yodo

yoduro de potasio

E. higtolytiocn cepa HM-1
Escherichia coli cepa "B"
equipe pars inmunodifusidén radial cuantitative

glébulos rojos de carnerc:

suero bovino

suero de consjo

suero de pacientes con absceso hepftico amibiano

suero de¢ personas que presentan la amiba el cultivo
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4

METODOS

5.1s Muestreo.

5.1s1s Poblacidn. Habitantes de la colonia José ISpes Portillo, —-
Delegncidn Iztapalapa. Partiocipan concretamente, aquellss -

perasonas que conviven en la casa de algin paciente que psig
te al Centro Comunitarioc de Salud (IX-1) "Joeé LSpes Porti-
110" por molestias de Indole gustrointestinal.

S5ele2s Huestras.

Selel4le

5e1le241,

Materia foval. Cads una de las familias involuora~
das reclbe ol materinl suficiemte y adecuado, asi
como las instrucciones necesarias para la realige-~
cién de una correots ioma de la muestra. Por cada
persona 86 golloitan tres muestras de materin fe—
cal que @e colectan en frascoms de vidrio de boca -~
ancha, limpios; sin combinaciones con la orina de
le persona u objotos extrinsecos microsodpicon.

Ias muestras se recogen on dfas alternados o
en ocaslones en dfas espaciados por intervalos ma-
yores, »

Siempre, entes de someter la muestra al oulii
vo monoxénico se lleva & cabo 6l oexamen macroscépi
co, anotando: consistencias, presencia de moco y =—-
BARETS.

Suexro. A partir de las personas que presentan la -
amiba al cultivo.

Se extrme sangre por puncidén venosa, se deja
coagular a temperaturs ambiente; se desprende el -
cofgulo de las paredeg del tubo y me somete a cen-
trifugacién a 3 000 rpm durante ® min.; por Wltimo
se gepare el suero que 36 fracclona an alfcuoias -
de 0.5 ml. las cuales se conservan eun congelacién
hasta'que sea necesario utilizarlas.



5.2+ Cultivo monoxénico de B. histolyticg.

502-1. Siembra.
524161,

5¢2e1.2.

5e2e1e3e

502:1 44,

5e2:lo5e

Agar salino. En 1 1., de agua destilada se disuel--
ven 7 g« de cloruro de sodio y se rehidratan 15 ge
de agar bacteriolfgico que se disuelve por agita—
ci6én constante y celentamliento hasta ebulliocidne -~
le polucidén se deja enfriar aproximadsmente s 45°c,
ontonces se distridbuye a frascos de vidrio con ta—
pén de roscm en alfcuotas de 2.5 ml., e estexrili-
za 8 15 1b/pulg.2 durante 15 min. y se dejan soli-
dificar en forma inclinada.

Almidén en polvo. Surtido por Drug Houses, Inglate
rrae.

Britromicina en solucidén. Se propara a una concen—
tracién de 5 ug/ml utilizando agua destilada esté—
riil. Se conserva congelada on alfcuotas de 2.5 ml,
en framcos de vidrio con tapén de rosca.

Peptonn en solucidn al 10%. BEs el medio de cultivo
raya la cepa "B" de Bscherichilg coli, la cual fue

donada por el Dr. Sargesmunt (College of Tropical -

Hedicine, Londres, Inglaterra).

Medio "R",

S5¢2els5ele Solueién ccncentrada. e disuelven, en
2.5 1. de agua destilada: 125 g. de clgo
ruro de sodio, 50 g« de doido citxrico -
monohidratado, 12.5 g. de fosfato dibd-
gioo de sodio, 2% g. de sulfato de amo-
nioy 1.25 g« de sulfato de magnesio hep
tahidratado y 100 ml, de dcido ldctico.

5e2ele502s S0lucidn de hidrbxido de modio al 40%,
En 500 ml. de agua destilada, se disuel
ven 200 g. de hidréxido de sodio.

5¢2e1s5+3. Solucién de asul de bromotimol al 0,04%,
0.04 . de azul de bromotimol se disuel
ven en 25 ml. de alcohol estilico, se afo
ra a 100 ml, con agua destileda.
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A 100 ml. de la solucién concentrada, se ad:iclonan
7.5 ml. de hidrdxido de sodio al 40% y 2.5 nl. de
agul de bromotimol al 0.04%. Se ajusta el pRE=7.3 y

~#e afora el volumen a 1 1. con sgua destilada, pa-

ra después esterilizar m 1% lb/pulg.2 durazze 15 =

mine.

54241466 Medio "B R"., 100 mle. del medio "R" se inoculan con

PROCEDIMIENTO:

1 gota del cultivo de E. coli cepa '"B", se iacuban
a 3700 durante 48 h., Despufs puede conservarse a -
temperatura ambiente hasta por un perfodo de 2 me-

BeOe

Adlcionar al sgar salino: 5 mg. de almidén en polvo, 4 gotas

de eritromicina en solucién, 2 ml, de medioc "B R" y S0 mg. de materia fe—
cal. Incubar a 37°C durante 24 h,

52424 Oultivo,
5e2e20ls
5242620
5e2e24%e

50242 ¢4

5¢242e 50

Almidén em polvo, (4nciso 5.2.1.2.)

Britromicina en solucidn. (inciso 5,2.1.3,)
Peptona en soluciSn sl 20%. Bn 100 ml. de azus deg
tilada, se disuelven 20 g. de peptona. Ia solucién
se distribuye a frascos de vidrio con tapén de rog
on en alfcuctas de 2.5 mle., s8¢ esteriliza a 15 —-
lb/pulg.2 durante 15 mine. y @6 conserva en refrige
racifén hssta el momento de su uso.

Ptalato de potasio en solucidn, 204 g, de ftalato
de potmeio se divuelven en 100 ml. de hidréxzido de,
podio sl 40%, se mjusta el pH=6.3 y se afore el vo
lumen a 2.0 1. con agus destilada. la solucién se
epteriliza a 15 lb/pulg.2 durente 15 min. Al momen
to de su ugo se lleva a cabo una dilucidén 1:10 con
agua destilads estéril.

Meodio "B R 3%,

50242450.1. Medio "B R*, (inciso 5.2.1.6.)
5224245424 Suero bovino. Una vez que el suerc bovi

ro es clarificado por centrifugasifn y
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filtracidén, se inactiva por calentamien
to en bafio Marfa a 56°C durante 70 min.
Se mesclan volimenes iguales de medio "B B" y de -
auero bovino, al momento de &u uso,
PROCEDIMIENTO:

Deascartar, con pipeta Pasteur, el sobrenadante del framco que
contiene la siembra de la materia fecal, culdadosamente, sin remover sl se
dimento. Adlcionar al sedimento: 5 mg. do almidén en polvo, 2 gotas do erl
tromicina en molucién, 2 gotas de peptona en solucibén, 1.5 ml. de fialato
de potasio (@ilucién 1:10) y 1.5 ml. de Hedio "B R S%. Incubar a 37°C du—
rante 48 h, v ’

Se2e3e Suboultivo.

562e30le Solucidn yodoyodurada, Se mesclar 1 g. de yodo y -
2 g de yoduro de potasio y se disuelven en 100 mi,
de agua destiladae.

5e20%¢2+ Agar salino. (inciao 5.2elele)

5e203e3s Almidén en polvo. (incieo 5.2.142.)

5e243e4s Eritromicina en solucifne (inolso 5.2.le3.)

5.223%¢5¢ Peptona en solucidn al 20%. (inciso 5¢2+2.3s)

5.2.3s6. Ptalato de potasio en solucién, (inciso 5.2.2.4.)

54203070 Medio "B R 8%, (incino 5.2.2,5.)

PHOCEDIMIENTO:

Obtens:, con pipeta Pasteur, removiendo cuidadosamente el se-
dimento del frz3co que contiene el oultivo de materia fecal, una pequefia ~
muestra del mismo. Colooar 1 gota en un portaobjetoa que ya tiene 1 gota ~
de solucidn yodoyodurada, mezolar y observar en el microscopio ls presen——
cla de amibas; las amibas viables se tifien de color amarillo obscuro. Una
vez que se ha comprobado ls presencia de amibas, se procede a inocular un
frasco de sgar salino que ocontiens: 5 mg. de almidén en polvo, 2 gotas de
eritromicina en solucidn, 2 gotas de peptona en solucién, 1.5 ml. de ftalg
to de potmsio (dilucién 1:10) y 1.5 ml. de medio "B H S*, Incubar a 3700 -
durante 48 h.

Bate procedimiento se repite tantms veces como sea necesario hasta te

ner una buena cantidad de amibas.
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Los ocultivos que resultan negativos en la observacién microscépica -
del sedimento, se subcultivan a ciegas, y, 5i no hay recuperacifn de ami-—
bas a partir de este primer subcultivo, ge descartan.

5¢3c Preparacidn de los lisados.
5¢3els Amibas. A partir de materia fecal sometida al cultivo mono-
xénico de B, histolytica (inciso 5.2,)
5.3.2, Solucién salina 1sotfnioca (SSI), 8.5 g. de cloruro de sodio
ge disuelven en 50 ml. de agua destiladae.
S5e323. Houncla establlisedore.
5«3¢301s BEDIA, solucidén 200 mM., 2,92 g. de EDTA se disuel—
Vven en 50 ml. de agun destilada.
5¢3e3e2¢ Acido caproico, molucifn 200 m¥, 1.16 ml. de £cido
caproico ge diluyen con agus destllmda, haste un -
volumen de 5C ml.
5.3¢3%e3%, Ditioceritritol, solucién 200 mi. 1.54 g. de ditio-
eritritol se disuelven en 50 mle. de agua destila—
da,
8e nssclan volUmenen iguales de las soluciones de EDFA, &£cojf
do caproico y ditioeritritol.
PROCEDIMIERETO :

Iag amibaas cultivaedas se repuspenden en SSI, go colocan ®n un
tubo de pldstico de fondo cénico, se centrifugan a 350 X G durante 15 min,
pe descarta el sobrenadante y geo afiade al ssdimento 1 ml, de la mezmcla es-
tabiligadora dilufda 1:100 con aguas destilada, con la que se deja reposar
en el congelador durmnte 24 h. Despuds de este perfodo de reposo, la sum--—
penplén se centrifuga a 5 000 X G durante 10 min. y el sobrenadante se ——-
fracciona en alfouotas de S0 ule. que conservan en congelacién a -190°C, en
un tanque de Kz 1fguido, hasta al momento de su uso.
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5e4. Detoerminaciones ensimdticas.
Se4s1. Pogfoglucoisomerasa. (PGI)
5.4.1.1e Preparacidn deo los lisados (insciso 5.3)
S5e4ele2. Corrimiento electrofordtico.

S5¢401le2.1. Solucién amortiguadora fosfatos 0.2M --
PHa7.0 (SAP 0,24 pH=7.0). 12.15 g. de ~
fosfato monobdsico de sodio y 17.40 g.
de fosfato dibdaeico de sodio anhidro, -
gse disuelven ean 7% ml., de agua destila
da, se ajumta pH=T7.0 y se afora a 1 1.
oon ague destiledm.

5e4ele242. Solucidén amortiguadora fosfatos 0.,015#

' PHE=T 0 (SAF 0.0158 pHaT.0), EL SAP 0,24

PH=T .0 {incieoc 5.4.1.2.1,) se diluye en
proporoién 1 pte. + 6.5 ptems. com agua
destilada (dilucibn 1:7.5).

S5edele2e3, Gol de almidbn. 2.5 g, de almidén hidro
1lizndo me disguelven en 2% ml., de SAF
0,015 pH-T.0 (inoiso 5.4.1.2,2,) mew—
diante agitacidén constante y calenta——
miento haeta edbullicién. Inmedintemente
88 despgasifica utiligando vacfo y luego
ae vierte a la plmoa de vidrio para ——
electroforesis y se doja enfriar para -
8su uso,

PBOOEDIMIENTO:

Para la s8lectroforesis en gel de almidén me emplean cdmaras -
con celdas de enfrimmiento, manteniéndose asf 1la %teomperatura constante a -
800. B tiempo de corxrrimientc es de 3 h. en un campo eldetrico de 240 nV y
140 mA. Se utiliza soluoién amortigusdoxa SAF 0,2H pH=T7.0,

5.4.1.%. Dosarrollo de le reaccidén enzimdtica.
5¢4ela3sle TRIS:clorhidrico 0,3 pH=8.0. 3.0% g, -~
de TRIS se disuelven en 75 ml. de agua
destilada, se ajusta pH=8.0 con doido -
clorhf{drico, se afora a 100 ml. con ==
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504.1.302.

SedeleBe3s

S5edeleJede.

5e4ele3a54

Sed el 3e64

S5e4ele3eTe

S5e4ale3e8e

agua destilada y se conserva en refrige
racifn a 4°C haote su uso,

Cloruro de magnesio 14 (MgClz h 170 Jp—
20432 g+ de cloruro de magneeio se di--
guelven en 100 ml. de agua destilada y
se conserva en refrigeracidn a 4°C Lag—
ta su uso.

FADP 10 mg/ml. 500 mg. de HADP se disuel
ven en 50 ml, de agua deatilada y se con
serva en refrigermcidén a 4°0 hasta mu -
usgooe

Pructosa-6-fosfato (F6P) 10 mg/ml. 50 -
mge de F6P se disuelven en 5 ml. de ——
agua destilada y ge conserva en refrige
racibn a 4°C hasta su uso.
Glucopa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD)
100 UIL/ml, Disuelts en sgus destilada,
se oconserva en refrigeracién a 4°G has-
ta eu uso,

Metosulfato de fenasina (FMS) 1 mg/ml.
10 mge. de PMS ge disuelven en 10 ml, de
agus destilada y se conserva en refrige
racifén a 4°G hasta su uso,

Asul de tiazolil (MTT) 5 mg/ml. 15 mg.
de MTT ge disuelven en 3 ml., de aguas —=
destilada y se conaerva en refrigerscién
a 4°C hasta su uso.

Agar al 1.2%. 1.2 g« de agar bacteriold
gico se rehidratan, se disuelven por «-
agitacidén constante y calentamiento hag
ta ebulliciln en 100 ml. de agua deati-
lada, Se fracciona en porciones de 10 -
ml. en tubos de ensaye que 86 conmerven

en refrigeracifn e 4°C hasta su uso,
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PROCEDIMIENTO :

Para el desarrollo de la reaccién enzimftica, una vez temina
do el perfodo de corrimiento electroforético, se utiliza una mezcla revelg
dora que se pone en contacto con el gel de almidén durante un perfodo de -
incubacibn a 37°c durante 2 he3 la produccidn de formazdn revela la pogi--
cibn de la enzima,

Ia mezcla reveladora es la sigulente:

TRIS:o0lorhfdrico 0.3M pHs8,0 7.0 ml
Cloruro de magnesio (M5012) 13 0.2 ml
NADP 10 mg/ml 0.5 ml
Pructopa-6-foafato (F6P) 10 mg/ml Ce2 ml
Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD) 100 UI/ml 0.5 ml
Metosulfato de fenazina (PMS) 1 mg/ml 1.0 ml
Agul de tiazolil (MTT) 5 mg/ml 1,0 ml
Agar al 1,2% 10,0 ml

Reaccidn que se propone:
Fructosa-é-fosfato

(PGI)
Glucosa~6-fosfato NAD?P -~ PMS HTT
reducido
G6FD
-+
6-foafogluconato NADPH b3 ) Pormazdén

oxidado

+Compueato colorido.
5.4.2, Posfoglucomutasa. (PGM)
5.442e1, Preparacién de los lisados. (inciso 5.3.)
S5e4+2.2+ Corrimiento electroforético.
5e4+242.1. Solucién amortiguadora TRIS:maleato 0.1
¥ pH=7.4 (SATRIS:maleato O.1M pH=7.4).
12,14 g. de TRIS, 11.61 g. de dcido ma-
leico, 2.03 g. de cloruro de magnesio,
3,72 g. de EDTA y 12,8 ml, de solucién
de nidréxido de sodio 1ON, se dlsuelven
en 750 ml. de sgua destilada, se ajusta

L
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Se4e242020

Sede 242030

PBOCEDINIENTO:

pH=T.4 y Be afora a 1 1. con agua dest)
lada.

Solueién anortiguadors TRIS :meleato -
0,01M pH=7.4 (SATRIS:maleato 0,01M pH=
7.4). El SATRIB:maleato O.1M pHzT7.4 (in
0180 5.4.242.1.) se diluye 1:10 con ==
agua destilada.

Gel de almiddén. 2.5g. de almldén hidrp
lizado se disuelven en 25 nml., de SATRIS:
maleato 0.01M pHa7.4 (inciso 5.4.2.2.2.)
mediante asgitacidén constasnte y calenta-
miento hasta ebullicibén. Inmediatamente
8e desgesifica utilisando vacf{o, luego
86 vierte &2 la placa de vidrio para =
electroforesig y se deja enfriar para -~

88U uBOe

Para la elestroforesis en gel de almidén se emplean cémarag -

con celdas de enfrismiento, manteniéndose asi la temperatura constants a -
e°c. Bl tiempo de corrimiento es de 3 h, en un campo eléotrico de 240 mV y

140 mA. Se¢e utilizan las soluciones

elactrodos de las cémaras y SATRIS:

dom y 6l gel de almidén.
5040263 Desarrollo
5.4.2'3.1.
504021020

5e4e2¢%e30
Sede2e3e4e

5.‘.2-3.5.

amortiguadoragt SAF 0.2H pH=»7.0 an los
maleato 0,1¥ pH=7.4 entre 1os electrow—

de la reaccién ensimftica.
PRIS:0lorhfdrico 0.3H pH=8.0. (inciso
Se4.103.10)

Oloxuro de magnesioc (MgClz) 1M, (inciso
Sedsle342,.)

NADP 10 mg/ml. (inciso Sehel.3.3.)
Glucosa-l-foszato (G1P) 12.5 mg/ml. 625
ng. de GlP se disuelven en 50 ml, do —
agua destilade y se conserve en refrige
racién a 400 hasta su uso.
Glucosa~-6-fosfato deshidrogenana (G6PD)
100 UL/ml., (inciso S.4ele?e5e)
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5.442.3.6, Metogulfato de fenasina (PMS) 1 mg/ml,
(inciso 5.4.1.3.6.)
S5e4.2.3.7+ Azul de timsolil (HIT) 5 mg/ml (inciso
SedeleBeTa)
5.4.2.3.8. Agar al 1.2%. (inciso 5.4.1.3.8.)
PROCEDIMIENTO :

Para sl desarrollo de la reaccién enzimftica, una ves terming
do 6l perfodo de corrimiento elestroforético, se utilisa una mesola revelg
dora que se pone en contacto con el gel de almidén durante un perfodc de -
?.ncubacian a 37°0 durente 2 h.; la producscidn do formamzdn revela la posi-——
0ién de la ensima,

Ia mescls roveladora e¢ lm siguiente:

TRIS:oLorhidrico 0.3H pHa8.0 7.0 ml

Oloruro de magnasio (MgClz) 1M 0.2 ml

NAD? 10 mg/ml 0.5 ml

@lucosa=-1-fosfato (G1P) 12.5 mg/ml 1.0 mL

Glucosn~6~fonfeto deshidrogenasa (G6PD) 100 UI/ml 0.1 ml

Metomulfato de fonamina (FHM3) 1 mg/ml 1.0 ml

Azul de tiasolil (HTT) 5 mg/ml 1e0 md

Agar el 1.2% 1040 ml

Reacoién que se propones

Glucosa-l-fosfato

(PGl‘!)

Glucoua-G-i'outato KADP PMS ). Uy

‘reduocido
) G6PD <

6~fosfogluconato NADPH PMS Pormasdn™

oxidado

+compueato aoloxido.
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5.4.3. Bnsima mflica. (EN)
5¢4e3.1, Preparacién de los lisados {inciso S.3.)
5e4.32. Corrimieuto electroforético. (inaimo 5.4.1.2,)

504¢3¢3. Desarrollo
5'403'3.1.

504.303.2.

S5e4e3e3030
5¢4¢3e3445

5e4.3.3.5.
5e4434364
Sede3e5eT

PROCEDIMIENTO:
(inciso 5.4.1.3)

de la reaccién ensimdtioca.

TRIS zolovhfdrico 0.3M pH=8.0. {inciso -
Sed4sla3elo)

Oloruro de magnesio (Mgclz) 1%, (inciso
5¢4,Le302)

FADP 10 mg/ml (1nciso 5c4.1.3.3.)
¥alnto 1M, 6,7 g. de deido mdlico se =
diguelven en 50 ml. de agus degtilada y
se oonsorva on refrigeraocién a 4°¢ has-
ta su uso,

Hetosulfato de fenasina (PMS) 1 mg/ml,
(1nciso 5.4.1.3¢6.)

Azul de tiazolil (MIT) 5 mg/mi (ineiso
5e841le%:T )

Agar al 1.2%. (inciso 5.4.1.3.8.)

Ie mesola reveladors es la sigulente:

TRIS:elorh{drico 0.3M pH=B.0 7.0 ml
Cloruro de magneasio (Kg0l,) 1M ‘ 0.2 ml
NADP 10 mg/ml 045 ml
Malato 1M 0.1 ml
Meotosulfato de fenamine (PMS) 1 mg/ml 1.0 m1
Asul de tlazolil (MTP) 5 mg/ml i.,0md
Agar al 1.2% 10,0 ml

Reacoidén que se proponet

I-mialnto Cnnr ro
+
Piruvato NADFR oxf&ﬁdo Pormasén

*oompuesto colorido.

uaido HTT
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5¢5« Hemaglutinacidén pasiva.

5.5.1. Antigenop. Extracto crudo de trofozoftos de E. histolytica
cepa HM~l, y proteinas obtenidas de los lissdos de E. histo
lytige (inciso 5.3.), de cada uno de los diferontes patro=--
nes enzimdticos determinados por electroforesis (incimo 5.4,)

Se utilizan en concentracifn de 2 mg/ml de protefna, -
pare sensibilisar a los gl6bulos rojos de carnero {GRC),
5¢5¢1lele Determinacidén de protefnas por el mStodo de Lowry,

Ias protefnas pueden determimarse por métodos colg
rimétricos midiendo el color azul que se produce =
al agregar el reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu
a una solucidn alcalins de aquéllas. Ia inteneidad
del color depende de su contenido de tirosing y -
triptofano. Bl andlisis se lleva a cabo directamen
te en una solucidén de proteinss sin digeatién pre-
via,. ‘
S5e5elelels Hidrdxido de sodio, solucidn 0.1H. 4g.
de hidrdxido de zodlo ge dieuelven en -
2% ml, de agua destilsda, luego se afo
ra & 1 1. con agua destilada.
S5e5e1s1l.2, Oarbonato de sodio, solucidn al 2% en -
hidrSxido de sodio 041N, 2 g. deo carbo-
nato de s0dic se disuelven en 100 ml, -
de solueidn 0.1N de hidrdxlido de sodio.
5¢5¢lel.3s Tartrato de modio, solucién al 1%, 1 ge
de tartrato de sodio se disuelve en 100
mli. d6 mgua destileda,
B5eBsleled, Sulfato de cobre pentahidretado, solu=-
ol6n 8l 0,5% en tartrato de sodioc al 1%.
0.1 g+ do sulfato de cobre pentahidrats
do se dieuelven en 20 mli. de soclucifn -
al 1% de tartrato de sodioc.
525.1+s1.5. Reactivo A, Juatamente antos de usarlo,
ge agrega 1 ml. de la solucidén de sulfy
to de ocobre pentahidratado (incimo 5.5.
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5.5.2+ Gl6bulon
5.5.2 .1.

1.1.4.) a 50 ml. de la aoclucidn de car-
bonato de 80310 (incimo 5¢5.1ele24)e
5e5elele6s Reactivo By Reactivo de fenol msegun Po-
lin~Ciocalteu.
5¢5.1e147. Solucidén proteica patrén. Alblimina aséri
ca bovina 0.5 mg/ml.
5¢5.1.1.8, Solucién salina isoténice (98I). (inci-
' 90 54362, )0
Curva patrén. A partir de la golucién proteica pe-
trén se realisan diluciones con SS8I, do manera que
al manejar voldmenes da 0.4 mle. 86 tengan: 0.0l mg.
0.02 mge, 0,03 mg., 0.05 mge, 0.10 mge, 0.15 mg.,
¥y 0:20 mg. de proteina. A cnada uns de éstam, ae —
agregan 2 ml, de reactivo A, se mezolan y se dejan
en repoeo a teaperatura ambiente durante 10 min, -
entonces, se agregan 0.2 ml. de reactivo B, se meg
clan y se dejan en reposo a tsmperaturn ambiente -
durante 30 min., perfodc de tiempo en que hay deszg
rrollo de color mgul. Por dltimo, se realiza la =
lectura de D. O. en un espectrofotémetro a 500 nm.
Con egtos datos se construye una curva patrén al -
graficar: concentraceién proteica contra D. O.
Loc antigenos, en soluoidén, se someten al mig
mo procedimiento utilizendo diluciones 1:10 y 1:20
en cada cagog 1los resultados de D. O. obtenidos, -
se interpolan en la curva patrén. Una vez que se ~
conoce la concentracidn proteica de cada solucién,
pe njusta & 2 mg/ml para ou uso.
rojos de carnero sensibilizados con antigeno.
G16bulos roins fe varnerc {GHC).
5.5¢2.,1e1. Almever modificado, soluoién estéril. -~
24,6 g, de glucosa, 9.8 g« &e clirato -
de sodio dihidratmdo, y 5.04 g. de clo-
ruro de godio ge disuelven en 1.2 1. de
agua destilada, se ajusta pH=6.l con «

o~
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5¢542.2,

5e562e%e
5e5¢2040

5¢5¢2.5.

5¢502.60

fcido oftrico y se esterilisa por fil-—
tracidn.

Ia sangre de ocarnere, extrafda en forma aséptice,
se conserva entxe 2% y SOC en un volumen igual de
1a solucién omtSril de Alsever modificado,., Ia san~
gre de ocarnero conservada en este formm, se deja -
reposar en refrigeracidén durante una semsna (perfo
do de estabilizmcién), antes de usarlm.

Antfgenos, concentracién proteina 2 mg/ml. (inciso

Se5sle)s

Solucién salinpg imotédniocs (88I). (inoiso 5.3.2.).

Aoldo tdnico, molucidn al 1%. 1 g. de dcido tdnico

ge disuelve em 100 ml. de agua desiilada, mse con—

goxrve en refrigeracidén m 400, hasta su wso., Justa~
mente entonces, se haoe una dilucifn 1:20 000 en -

S38I.

Solucidén amortiguadora de fosfatos pHs=6.4 (SAP pHe

6.4),

5¢502+5.1, Fomsfato monobasico de potmasio, molucibén
0,154, 20.41 ge de forfato monobdsico -
de potasic se disuelven en 2% mle. de -
agua dertilada y luego se aforn a 1 1,
con agus destiladame.

54542452, Fosfato dibdeics de sodioc anhidro, solu
olén 0,154, 21.29 g« de fosfato dibfgi-
co de so0dio gse disuelvan en 25 ml, de
agua destilada y luego se afora a 1 1.
con agua destilada.

67.8 ml, de sclucién 0,158 de Foafato monobdsico -

de potasio se mezclan oon 32,2 ml., de solucidén —=

0.1% da foafato diddsico de aodio anhidro y 100 -

ml, de S8SI,

Solucién amoriiguadora de fosfatoa pH=7.2 (SAF pH=

7.2), 24 ml. de s0lucién 0.15M de fosfato monobdsi

co de potasio se megelan con 76 ml. de solucién —
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0.154 de foasrfato dibdeico de sodio anhidro y 100 —
ml. de SSI.
5.5¢2.7. Suero normal de conejo. Bl suerc se inactiva a 56°C
durante 30 min., después de adsorberlo con un volu
men igual de GRC empaquetados, la adsorcién me reg
1ixa incubando esta mesola a 37°C Qurante 1 h., re
frigerando a 4°¢ dursnte una nochesy la separacién
del suero sdsorbido se realisa mediante centxifugn
_cién a 2 500 rpm durante 15 min.
Una vez que log GBC ae han lavado tres veces con SSI, me-w--
diante centrifugacién & 2 500 rpm durante 15 min., so prepg
To una suspensién de GRO &l 2% en SAF pH=7.2 (DeOe = 0.5 a
555 nm.). Se toma 1 volumen (v.) de la suspemsién de GRC al
2% en SAP pH=T.2 y so mescla con 1 v. igual de £oido tdnioo
1120 000 para inoubarlos a 37°0 durante 10 min., ensoguida
se oentrifugan a 2 500 rpm durante 5 min., ge olimina el go
brenadante y el paquete oelular gse lava dos veoes con SAF —
pHx6 .4 centrifugando a 2 500 rpm Qurante 5 min.; el paguete
selular es entonces resugpendido en 1 v, de SAF pH=6.4 (sug
penoidn de GRU-T al 2% en SAF pH=6.4).
Ie unién de lom correspondientes antigenos con los GHO
-2, e lleva a cabo de la siguiente manera:
tubo del antigeno
4 vo, SAP pHab.4 £ Ve, SAP pHz6,4
1 v., GEC=T al 2% 1 v., GRO-T ) 2%
1 v., antfgano (2 mg/ml)
los tubos se dejen en reposo a tempexraturm ambiente durante
10 min, enseguids se lavan las oélulas ooentrifugandc a 2 500
rpua durante 5 min, se elimina el gobrenadante para afladir a
cada tubo 2 v, de suerc normsl de conejo dilufdo 1:100 en -
SA¥ pH=6.4, se meaclen susvemente y luego 86 centrifugan a
2 500 rpm durante 5 min. decantando el sobrenadante, findl-
mente el pequets celular se resuspende en 1 v. de suero nogr
mal de conejo dilufdo 1:100 en SAP pHub.4, asi se obtlienen
GRO~T-ag al 2% y GRO-T. al 2%.
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5.5.%. Suexro normal de oonejo. (inciso 5,5.2.7.).
5¢5e4. Sueros problema. Suero de personms ques presentan ls amidba —
al oultivo. (inciso 5.1.2.1.).
5.5.5. Suero control positivo. Suero de pacientaes con absceso hepd
tic0 amibieno.
PROCEDIMIENTO:
La hemaglutinmoién ee lleva a ombo en plaoas para miorotitulg
6ién (posos de fondo obnonvo).

El suero normal de ccaejo dilufdo 1:100 en SAF pHaH.4 se usa como di-
luyente de los pusros, oon 50 ul. de éste on todos los pozos e realiman -
diluciones, smerimdme al doble, de los sueros; d¢ manera qQue on cada poso -
queden 50 ul. de suocro dilufdo. Después, se afaden a todos los pozow S50 ul,
de puspenmidén de GRC~T-ag al 2%. Los controles se preparan de la plguiente
manera: negativos, a)50 ul. de diluyente + 50 ul, de suspensién GHl-T-ag -
al 2% y b)50 ul. de la primeva dilucién del suerc + 50 ul. de suspensibn -
GRO-? al 2%; positivo, 50 ul, de dilucionsm, sorisdas al doble, de suero -
de paciente con mbaceso hepdtico amibiano + 50 ul., de susponsifén GRO-T-ag
al 2%. Los resotivos se mezclan, oscilando suavemente la pleca para nicro-
titulecidn, durante 3 min, y luego se dejan en reposo a tempersatura ambien
te durante 24 h,

Interpretacifn, hemaglutinacién: (+) pelfouls delgmdn y difusa de GRC
con bordes irregulares, deagarradonm, (-) bot8n de GRC en el fondo del poszo.

El. tftulo de anticuerpos es le reciprooa de la mis alta dilucién de -
puero, oapez de esglutinex log GRC~T-ag,
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5.6. Innunodifusién radial cuantitativa (IRD).

ILa concentracién de proteinas eapecificas del suero y otroas lfqui-
dos corporales, puede oconocerse de manera fdocil, rdpida y especifi
ca aplicando el método de IRC que se basa en la precipitacién re--
sultante de la reaceidn antfgeno-anticuerpo. ElL antigeno es una —-
proteina humana y el anticuerpo es una proteina sérica de un ani--~
mal expuesto al antf{geno. Im reaccién ocurre en un soporte seuigé~
11do y es vigible como un anillo opaco de precipitacibn. El drea -
circungerita por el anillo de precipitacidn es proporcional a la -
concentracién de antfgeno.

5.6.1. Placas. Gel de agarosa al 1.5% en solucidén amortiguadora de
TRIS 0.1M con asida de sodio al 0.1% y 1% o mds de antisue-
ro especifico de chivo, ocaballo o borrego.

5.6,2, Soluclones proteicas patrén.
5.6.2.1. IgA: 100, 200 y 400 mg/al
5.6.2.2. IgG: 422, 845y 1 690 mg/41
5.6.2.3, IgH: 50, 100 y 200 mg/d1
50642044 C,: 43, 86 y 172 mg/ a1
5.6.245. 6,3 15, 30 y 60 mg/dl

4
PROCEDIMIENTO:

5 ul. de las soluciones proteicas patrdén corrempondientes se
aplican en log primeros tres pozos de la placa y on los demfs, 5 ul. de ~=
loe sueros problema. Las placas oon incubades 2 temperatura amblente duran
te 48 h. Después se miden los didmetros de los anillos ds precipitacién.
Gon log datos obtenidos se construye una ocurva patrén al graficar los did-
metros al ouadrado de los anillos de precipitacién &3 las soluciones pa=w—w
trén, mg/dl. Los didmetros al cuadrado de los anillos de precipitacién de
los sueros problema se interpolan en la curva patrén, anf{ se conoce la cen

tidad de protefna sérica espec{fica.
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6.

RESULTADOS

6.le

6.2
6.3.

6.4,

6.5.

Zona muestreada. ColoniBs Tosé LSpes Portillo; Delegacibémt Iztapa-
lapay, D. Fa
G.lels Localizacidn de los domicilios muestreados, totals 98.
6.1.2. Looelizacién de los domiocilies de personas ocuya materia fe—
cal resultd positiva al cultive de amibas, totals 55.
Cultivo de amibas a.partir de las muestras de materia feocal.
Ccultivo de amibas & partir de las muestras de materia fécal. fasos
pesitivos y negativos, distriducibdn segiin la edad y el sexo.
6.3els CQultivo de amibas. Distribucidén segin la edad en personas -~
del sexo femenine.
6e3.2. Cultivo de smibas. Distribuoidn sesglin la edad en personas -
del sexo masculine.
6.3+3¢ Cultivo de amibas. Distribucidén seglin la edad en personss -~
del Bexo femenino.
6.3.4. cﬁltivo de amibas. Distribucidn segin la edad en personas -
del sexo masculino.
Nimero de integrantes por femilia. Casocs negativos y positivos, —
obtenidos en el oultivo de amibas, disiribuidos segin el mimero de
integrantes por familia.
Clasificacién de E. histolytiea vy amibas comensales obtenidas del
cultivo de amibas a partir de materia fecal.
6.5.1el« Representacibn de los zimodemos de E. histolytica. Patrén
electroforético de las enzimass milica (EM), fosfogluco—
isomerasa (PGI) y fosforlucomutams (PCM). (65)
6.5.1.2. Representacién de leos zimodemos de algunas amibas comensa
les del intestino humano. Patrdén electroforédtico de las -
enzimas: mélica (EBM), fosfoglucoisomerasa (PGI) y fosfo—
glucomutasa (POM). (65)
64542, Entamoeba higstolytica, obtenida del cultive de amibas & par

tir de materia fecal. (lasificecibn por zimodemos. Totals 35.
6+5+3« Amibas comensales, obtenidas del ocultive de amibas a partir

de materia fecal. Clesificacién por zimodemos.Totals 30.



6e5.44

nlasificacidén de lLas amibas obtenidas del cultivo a partir
de materia fecal. Total E. histolyticas 35

Total smibas comensaless 39

6.6+ Caracter{stioas presentadas por las muestras de materis fecal esrru

padas de fcuerdo & la amiba aislade y al zimodemo correspondiente.

6.7« Velores de inmunoglebulinas y componentes de complemento séricos.

6eTele
6aTe2a
6eTe3e

6-7-4-

60T o5
6eTebe
6577
6478

Valores encontrados para la Entamoebas histolytios zimodemo I.

Valores encontrados para la Entamoeba histolytica zimodeme YV.

Valores premedio (-}-t) encontrades para L& Entamoeba hisgtoly-

tica zimedemo ITI.
Valeres promedie (—X-) sncontrados para 18 Entamoeba histoly-
%ica zimodemo IV.
Valeree encontrados para la Entameeba eoli zimodemo I y II.

Valores encontrades para la Entamoeba hertmaunni zimedemo I.

Valores encontradoes para la Dientamoeba fragilis zimodemo TI.

Tebla comparativa para les veleres de immuneglobulines y com
ponentes de cemplemento méricen obtenidos y los reportades -~
en la literatura.

6.8. Reactividad & diferentes ant{genos de Bntamoebs histelytica.
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Pig. 642 Cultivo de amibas a partir de las muestiras de materia fecal.
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némero )
80 Cultivo

' (=) ] = 260
T5 « (+)’ = 58
Total= 318
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edad
(aftos)

Pige. 6+¢3ele Cultivo de amibam. Digtribucibn segin la edad en personas del
sexo femenino.
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nimexro

60 -
Cultivo
55 « (")Du212
5 - ) == o7
Totals 269
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Pige 6+3.2, Oultivo de amibas. Distribucidn segdn la edad en personas del
sex0 masculino,
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(Eﬁd::) (-)cu:(LSvototal 53&533"?3)
<15 146 35 181 1943

15=30 55 lz2 67 17.9 g
2% .59 11 70 15,7

TOTAL 260 58 318 18,2 N

Pig. 64363 Oultivo de amibas, Distribucién segiin la edad en personas del
8oxo femenino,

Bdad Cultivo Por olento
(afios) (=) (+) total | cultivo (+)
{15 129 36 165 21,8
15-30 45 11 50 19.6
50 .| B 10 48 20,8
TOTATL 212 57 269 21.2

Pige 64304e Cultivo de amibas. Distribucidn segin la edad en personae del
sexo masculino.
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Integrantes no. de CULTIVO {(+) / total por ciento
por familia | familias | (+) (-) total
2 1 2 o 2 2/ 2 100,0
3 3 6 9 3/ 9 33,3
4 6 7 17 24 7/ 24 29.1
5 9 12 33 45 12 / 45 26.7
6 14 32 52 84 32 / 84 38,1
7 9 21 42 63 21/ 63 33,3
8 4 12 20 32 12 / %2 375
9 1 3 6 9 3/9 33.3
10 1 1 9 10 1/ 10 10.0
11 3 7 26 33 T/ 33 21.2
12 3 7 29 36 7/ % 19.4
15 1 8 7 15 8/ 15 53.3

Fige 644, Nimero de integrentes por familie. Casos negativos y positivos,
obtenidos en el cultivo de amibas, distribuildos segiin el ndmero
de integrantes por familia.
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Amibas comensales
Entamoebn coli I
B. coli II

‘Be hartmanni I
B. hartmanni II

_go ggrtmgn_n_j; III
2. bartmanni IV

Dientamoebs fragilis I
De fragilis II

Iodamoebs biitsohli,
Endolimax nans

OHIGEN

W @ =N U oaEog

I

5

ORIGEN

>+

ORIGEBN

Pige 6+5.102, Representacién de los mimodemos de algunas amidbas comensales del intestino
humano. Patrdn electroforético de las enzimas: m&lica (FM), fosfoglucoisomery
sa (P0I) y fosfoglucomutasa (PGH).



némero

351

15+

10y

o I 111 Iv xv
Entamoeba histolytice

Pige 6¢5.2, Bntamoeba histolytica, obtenida del cultivo de amibas a partir
de materia fecal. Clasificacién por simodemom, Total = 85 o
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ndnmero amibam comsnsales
20p a Entamoebg qolf I

a' Eptamoghs goli TI
b Entamocha baximanpd I
1 ¢ M.entamoebs fragilig II
10
5..
i
ol = al b c
aniba comenaal

Fige 6.543, Anibas comensales, obtenidas del cultivo de amibas a partir
de nateria fecal. Olasificacisn por zimodemos. Total = 30 ,
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AMIBA . ZIMODEMO | nimero | por ciento
Entamoebs higtolytiea| I 7 61
Entamoeba histolytica 11T 40 34.8
Entamoeba histolytica v 3% 28,7
Bntamoeba hiatolytica xv 5 4,%
Entamosba coli I 15 13.0
Entamooba cold I1X 3 2.7
Bntsmoeha hartmanni I 7 6.1
Dientemogbs fragilis I1 5 4¢3

TOTAL 115 100

Pig. 6.,5.4. Clasificacibn de las amibas obtenidms del cultivo a partir de
ma teria fecal. Total E. histolytica = 85
Total amibes comensales = 30
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Figes 6.6.Caracteristicas presentedas por lae muestras de materis fecal amru——

padas de aouerdo & la amiba &islada y al zimodemo correBpondiente.

Cultivo Positive

Bntemoebn ] Dienta—~
moeba
Cultive E. histolytica g- coli hartmenni|{ fragilis
faraoteristicsa Negativo| I I1T v ba's I Ix I II
Diarrea 299 4 25 24 4 11 1 4 5
Moco 107 2 T 7 L 1] 1 1 1
Sangre 13 b} 0 o] 1 14 0 o] 0
monstipacién 22 3 5 4 2 1] 2 ) J
Total de
casos 472 7 { 40 33 5 151 3 T 5
estudiadon
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Fige 6.T7«1l. Valores encontrades para la Entamoeba histolytica zimodemo I.

Edad Sex_o IgA 120 IgM 03 04
(afios) (mg/al)
4 M - 1250 100 127 46.5
T H - 1195 T2 90 -
13 H 30 1360 122 132 20.0
33 P 300 1475 185 172 51.4
36 ) 4 405 1580 162 123 3240

Fige 6.7.2. Valores encontrados para la Entameeba histolytica zimodemo XV.

Bdad | Sexo | Ima 120 IgM ¢, c,
(afios) (me/dl)
4 F - 1333 170 94 32.0
6 K 200 1175 170 58 46.5
20 F 220 1050 137 94 49.7
13 F 47 1250 185 99 29.5

“a
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Fige 64T7e3« Valores promedio (f) encontrados parﬁ la Bntamoeba histolytics
gsimodemo XIIX. .

Edad | no. de | Sexo Igh IgG IgM Cy c,
(afios)| °2%°% | p x (ng/a1)

5=9 12 9 3 82 1194 187 98 3846
10-14 4 i3 17 1038 171 102 39,.8
15-19 4 3 1 110 958 191 104 32.0
20-24 2 2 0 380 1510 85 106 %0,.8
2529 1 0 1 | 640 1690 170 127 22.4
30-34 3 2 1 298 1333 260 112 22,4
35-39 0 o 0 - -— - - —
40-44 1 1 0 425 1495 170 73 46,5
45-49 1 c 1 | 220 845 115 108 49.7
50-54 1 0 1 405 1690 208 127 54,5

Pige 647 +4e Valores promedio (-f) encontrados para la Entamoeba his tolytica
zimodemo IV.

Edad | no. de Sexo IgA IgG IgM 03 04
(afios) | °29°° | p u (mg/ax)

0-4 3 0 1 | %0 1690 170 108 24.3
5-9 8 4 4 | 103 1291 169 92 33,0
10-14 7 2 5 90 1117 141 109  38.4
15-19 2 o 2 5 1275 185 98  35.5
20-24 2 2 o | 168 1290 208 73 0.0
25-29 3 2 1 | 149 940 163 79 37.9
> 2 2 0 | 352 1475 280 12 22.5
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Pige 6.T7+5« Valores encontredos para la Entamoeba coli simodemo I y II

Bdad Sexo Igh Ig0C IpH Cy Cy
(afios) (meg/aL)
5 M 47 845 170 86 27.8
5 M 5 845 170 127 49.7
6 F - 845 100 86 39.0
9 F 30 845 135 90 21.0
9 M 30 845 155 108 18.7
10 F 115 1250 185 123 255
30 F 95 1175 155 108 24.4
33 b 242 1475 185 102 25.5
12 X 5 845 185 127 39.0




FPig. 6.7.6. Valores encontrados para ls Entamoebu

hartmanni zimodemo I.

PO LA

Edad Sexo Igh TeG TaM 03 04
(efios) (ng/dl)
4 M - 845 100 127 25.5
11 F 63 1050 172 127 491
13 F 115 L1175 185 92 32.0
L4 ¥ 32 1375 185 123 41.7
14 F 232 1375 200 132 32.0
16 M 115 1255 23) 58 25.5
Fige 6.7+7« Valores enocontrados para 1a Dientamoebs fragilis zimedemo II.

Edad Sexo Igh IgG IgM 03 64
(afios) ' (mg/dL)

T M » 1050 115 102 27.8
14 M 165 1375 200 105 23.2
24 M 230 L0%0 185 102 2L.D
30 3 63 1375 170 94 49.7
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Pige. 6.7.8. Tabla eomparativa para los valores de inmunoglobulinas y com~-
ponentes de semplemente edricos ebtenides ¥y lee reportades en
la literatura.

Dato ebservado ) Niveles normales

X+ de oo (mg/al)
Igd L30.7 & 14L1.7 63 - 490
Igo 1190.0 & 267.5 710 - 1540
IgH 17242 + 48.2 37 - 260
cy 100.6 + 25.0 55 - 140
04 33.9 &+ L1.4 20 - 50
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Fig. 6.8, Reactividad a diferentes ant{genocs de Entamoeba histolytica.

Sueros correspondientes a leos
diferentes zimodemes de
Antigenos de E. histolytioas.
E. histolytioa
I IXI(#) 111 IV ba's
gilno | 8i | ne si {no 8i no 8i | no
I 2151 -} - o015 o} 4 21 4
II 214 -1 - 1|28 o | 25 21 4
III 114) 6] 4 2 127 3] 22 21 4
v o} 4}) 8 2 0 j26 4 21 21 4
XV 0 3 - - 0 4 >} 4 3] 4

(#): Aunque no se contabe con sueros de personas, en la poblacién
muestreada, con E. histolytica zimodemo II en sus heoes, estos
oerresponden a sueros de pacientes con abscezo hepftico eamibia-

Nnoe
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7e ANALISIS DE RESUILTADOS

Tele Cultivo de amibas.
Dol total de muestras de materia fecal cultivadas (58‘7) aproximada-
mente la quinta parte resultan positivas (115), es deocir, 19..6%.

Ias muestras cultivadas corresponden a 318 mujeres y 269 hombres ouyas
edades se encueniran comprendidas entre los 0 y loas 80 afios.

Bl porcentaje de frecuencia de casos positivos es semejante en ambos -~
@#exos, aunque mayor en personas del sexo masculino; distribufdo segin lg =
edad ea semejante tanto en nifios como en jévenes de ambos sexos, sin embar-
go, @8 ligeramonte alto en adultos del sexo masculino.

Por otra parte, el porcentaje de freouencia de casos positivos por fa-
milia se encuentra entre el 10 y el 38‘/’6 sin que g@e obgerve una franca rela=
cién entre éste y el mimero de integrantes por familiamy no obstante, loas o

g08 extremos muestran relacifn invereca.

7.2, Clasificacién de las amibas obtenidas sl cultivo, on zimodemos,
Se realiss mediante el patrdn electroforético de las enzimas: mfli-
oa (®), fosfoglucoisomerams (PGL) y fosfoglucomutasa {(PCM).
De 1las 115 obtenldas, el 73.9% corresponden a Entamoebs histolytiocg y

les restantes son amibas comensales (E. coli, B. hartmanni y Dientamoeba -
tregilis).

Yos zimodemos de B. histolytiecs son: I, IIX, IV y XV. Se presentan con
mayor frecuencia IIL y IV.

Los zimodemos de amibas comensales ason: E. goli, I y IXI; E. hartmanni,

IyD. £xragilis 11,

7.3« Andlisis chi-cusdrado para le evaluaclén de la dependencia entre le
sintomatologla y la presencia de los diferontes simodemos de E. hig
folytios y amiban comensales.

T7.3%.1. Anflisis chi-cuadrado, Con frecuencia deseamos verificar la
hip6tesis nula de que los datos observasdos de una muestra —-
son el resultado del hecho de que dos caracteristicas de une
poblacién no tienen relmoidén entre sf. En nuestro ocaso, el -

andlisis se hasa en conteos o freocuencias y no en medidas tg
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leg como pulnadas, libras o puntajes de pruebas. Se definen
categorfas mutuamente excluyentea y Be registra le frecucn-—
cia observada con que los individuos se pueden incluir en ep
tas categorfas. Iuego se comparan estes frecuencias observa-—
dag con las frecuencias que se eaperarian si fueran en reali
dad verdaderas las condiciones hipotéticas.

Si la diferencis entre lap freocuenclesn observadas y las
egperadas es demasiado grande para atribuilrlas a la cesusli-
dad, cuando HO es verdadera, rechazamos la hipStesie nula de
que la condicidn particular de interds es verdedera.

Cuando se estd interesado en saber, respecto de una po—
blecibn, si dos criterios de clesificacidén eatfn probablemen
te relaclonados; para poder llegar a una decisidén sobre la -
independencia de esog dos eriterios, generaslmente analigzamos
log datos de la muestra y sacamos conclusiones acerca de la
poblacién a partir de la muestra. Para este tipo de proble-~
mas la téenica que més se emplea e85 la denominada prueba chi
cuadrado de independencine (75)

T+e342¢ Aplicacifn del ansflisis chi-cuadrado para la evaluacibn de -
la dependencis entre la sintomatologfa y la presencia de los
zimodemos de B. hisgtolytica y amibao comensales.

DIARREA

ausencia presencia

(0-8)® (0-E)2
[v] B B o] B E Total

amibas ocomensales | 9 9465 0.043%7 21 20.34 0.,0214| %0
E. histolytios I 3 2.25 0,250 4  AJT4 0.1155| 7
E. histolytion ITI|15 12.86 0.3561 | 25 27,13 0.1672| 40
E. histolytica IV | 9 10,61 0.2443 | 24 22,38 0.1172| 33
B. histolytica XV | 1 1,60 0,2250 4 3.39 0.1097]| 5

Total |37 78 115

o = 1.6501
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NOCO
ausencia presencisa
fo-p)? Lo-5)°
[+ B B Q B B Totall

amibas comensales | 26 24.52 0,0893 4 5.47 0.39%] 30
E. histolytica X 5 5.72 06,0906 2  1.27 0.4196{ 7
B. histolytica II¥ 33 32.69 0.0029 7 7.% 0.0123| 40
B, histolytica IV| 26 26.97 0.0348 7 6,02 0,1%95| 33
E., histolyticg XV 4 4.08 0.0015 1 0.,91 0.0089 5

Total | 94 21 115
of = L.2144

SANGHE
augencia presencia
{o-p)? (o-k)?
0 B E 0 B E Total

amibas comensales | 29 29,47 0.0074 1L 0.52 044470 ] %0
B, histolytica I 7 6.80 00,0058 o 0.12 0,1200 7
Be higtolytica IIN 40 39,30 0.0124 0 0469 0.,6900] 40
B, histolytica IV | 33 32,42 0.0103% 0 0,57 0,5700] 33
B, histolyticg XV | 4 4.91 0.1686 1l 0,08 10.5800) §

Total 13 2 115

9(? w 12,60
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CONSTIPACION

ausencia presencia
0-E)° 0-E)?2
G B 0 B Total

amibas comensales {27 25,5 0.0811 3 4043 0.4616| %0
E. histolyties I 4 5696 066445 3 1.0% 3.7678) 7
E. histolytica III{35 34,08 0.0248 5 5.9l 0,1401| 40
E. histolytica IV |29 28.12 0.027% 4 4.87 0.,1554] 33
B. histolytica XV 3 4426 043726 2 0.73 2,2094] &

Total |98 17 115
78 = T.8848

B
(]

= log dos criterios de clasificacién son independientes

Hi = los dos eriterios de olasificaci®n no son independionten

si 76 {Q 7?

entonoces no ge rechasa H

o

0.9%
(4 go1s)
sintoma ?6 (4 g:g?)
diarrea 1.65 9.488 no se rechasa Ho
mo¢o 1,21 9.488 no se rechaga Ho
sangre 12,60 9.488 se rechaza Eo
oonatipacidn 7488 9.488 no se rechaza Ho
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T.4, Anflisis de discriminantes mplicado a los valores de Ige ¥y C' séri-
608 en las personas con amibas al cultivo de su materia fecal.
Te4.le Anélisie de discriminantes. En medicina, e¢s frocuente que me

busque distinguir si un elemento determinado perteness o no
a una cier%a poblacién de clementos. BEs decir, se tiencn dos
poblaciones, uns de individuos enfemmos y otrs de personass -
asnas, ¥y 86 quiere conocer si existe una forme que permita -
distinguir a que clase¢ pertencce un nuevo sujeto, Para poder
hacer esta determinacidn, es necesaTio contar con individuos
pertenecientes a embas poblaciones, a los que ademds de cono
cer exactemente sl estdn enfermos o no {a que poblacidn perw
tenecen) se les midan p varlables (xl, oy eeesey X ) que -
gon los sintomas o signos medidos en escala ordinal, de in--
tervalo o de relacién {de preferencia cuantitativas).

la idea €8 conocer 81 log velores para el individueo eﬁ
ouestlién se “parecen" o estén mfe cercancs en conjunto s los
de la poblacidn de enfermos que a los de la poblecién de sa—~
nog. E1 método supone que lss veariadbles siguen una distribu—~
cibén nomal, aunque en la préctice funciona muy bien sin que
este Yltimo requisito se cumple. Botas mismas variables eon
medidas en el mievo sujeto y beséndose en ellas Unicamente,
ep posible conocer gi estd enferxmo o no; es decir, estable—
cer el diagnéstico,

Mediante este andlisis se puede medir que itan buons es
1la discriminacién lograde a través de las siguientes medidast
1) todos los individuos de las muestras con valores xl... Ip

conocidos se clasificaron; ahora se obtiene 8l porcentaje
de la clasificacién errfnea para cada poblacién.

2) se obtiene una correlacifén canénica, es decir, la méxima
correlacién entre una funcidén lineal de las variables y -
las funciones indicadoras de cada poblacién (a mayor co=—
rrelacidn, mayor eficacia y claridad en la disoriminacisn),

3) Se determina el porcentaje de variebilidad que explica cg
da funcidén discriminante, respecto al total de funciones

discrimlinantea.
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Los cdloulos para efectuar el anflimis son muy elaborados, -
por lo que se utilizan paquetes de programas estadisticos co
mo el SPSS (Statistical Package for Social Sciences). ( )

Tehe2s Aplioacidn del andlisis de discriminantes para los valores -
de Ig8 y 0! séricon en las personss con amibas al cultivo de
su materis fecal.

Grupo Yariadles
1 amidas comensales xy IgA
RB. histolyticg I x, 1gG
3 B, histolytieg III 23 Igit
4 B, pistolyticg IV x, Oy
5 B, nistolytica XV Xg 04

Bl grupo mejor oclapificado es e) 2 (80.,0%).
BEn total se oclasificaron correctamente 34.94% de los capos.

las funciones disoriminantes estandarigadss, sont

= =-0,20268 X, +0.58578 x, -0,84625 X, +0,221% x

1.01421 12 "'0044510 x

¥ o

[V R R
L]

5
=0.28652 x, ~0.06061 x5

+1,00005 x‘j

o

= 0,125% x, +0.06411 x, +0.01708 x

uoow o

4

‘hU
i

0,22008 x, +0.78259 x, +0,48906 x

2 3 4
no se incluyé por carsecer de poder disoriminatorio,

-0 ,08674 xs

]
p

Correlacidn 4 de 1a
Punci6n canénica discriminacién
Dl 0.485 53«16
I)2 0387 0 +49
D.5 0,244 10.97
D4 0.,174 5e38
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Mapa territorial de la funoién disoriminante D (horizon—
tal) vse. la funcién disoriminente D, (vertiocal).
¥ indioa les centroides de grupo.
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T.5. Reactividnd a diferentes antigenos de B. histolytica.
Solamente se presenta reactivided hacia los antfgenos II, III y IV

no ge presenta hacia los antigencs I y XIV.

los gueros de persconas con B. histolytiems I, III, IV al cultivo y mb-
soeso hepdtico amibviano presentan reactividad hacie el antfgeno III; los —-
gueros de personas ocon B. histolytica IV al cultivo y ebsceso hepdtico ami-
biano pressntan reactividad hacia el santfgeno IV; por fltimo, el auerc de -
porsonas con E, histolytleg III al cultivo presenta reactividad hacla el an
t{geno II.

El guero de personas con B. hiptolytica XV al oultivo no presenta reag
tividad hacia ningunc de los antigenos.
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8. CONCLUSIONES

8.1,

803.

8.4.

8.5

8.6.

8eTe

8.8.

Es pooible cultivar Entamoeba histolytice & partir de materia feoal

de personas que ne presentan sintomatologfa de enfermedad amibiana
( portadores sanos).

El porcentaje de infeccibén (14.48), determinsde mediante el oultive
monoxénico de E« histolytica, es bajo considerandc gue la poblacidn
muestreada de desarrolls en un medie pobre y mal saneado, tiene ma—-

los hébitos de higiene y cuenta oon deficientes servicios de salud.

E! poroentaje de infecoibén es semejante entre mujeres y hombres de

cualquier edad.

188 oondioiones de hascimamiente no muestran relacién con la frecuen

oia de infecoién de las personas que conviven en un mieme lugzar.

Bl patrén electroforftico de les enzimass mé&lica (EM), fosfogluce-
isomerasa (P01} y fosfoglucomutesa (POK), permite clasificar a las

E. histolytica oultivadas en los zimodemos: I, III, IV y V.

De acuerdo & la Bintomatolozfa que presentan los portadores, los ~
zimodemos de B. histelytioca I, III, IV y XV no oorresponden & una
amiba con capacidad invasoraj es8te hecho coinocide con Las investi-

gaciones realizadas por JTiménez, C. E.

La aplicaocién del anflisis chi~cuadrado permite establecer la inde~
pendencie entre la sintomatologfe del portsdor y el zimodemo de ——
E. histolytica cultivada, es decir, no es posible asociar la sinte~
matologia cen la presenoia de un determinade zimodemo de E. histoly

tica.

Log niveles séricos de Igs ¥ ' en portadores de E. hiostolytica, —

se enocuentran dentro de los valores normales.
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8.9. Mediante o1 andlisis de discrimimnantes se reconcoe gque no eg posi—
ble correlacionar los niveles Béricos de Igs vy ' con la preaencia
de un deteminado gimodemo de B. histolytios.

8.10. In B. histolytica cultivada a psrtir de portsdores sanoe no tiene
capacidad invasora a juzgar por la epomsa reactividad y bajos tf{-
tulos que presentaron los suexos de eostns personss haclia los dife

rentes antfigenos obtenidos.
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