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CAPITULO 

INTRODUCCION 

El interés por conocer los eventos fisiopato¡énicoa de la coli­

tis amibiana ha llevado a varios investi¡adorea entre ellos Tr! 

viffo (22), Chévez (45), Mora (25, 26), etc., a inocular amibas­

en el colon de animales, con el objeto de hacer uno analo¡ia --

experimental de las lesiones que produce !n!!~2!~! h!!!~!l!! 

~! al penetrar a los epitelios en el humano« 

Evidentemente la formación de anticuerpos es un índice de la i~ 

vasividad de !n~!~2!~! h!!~~!l!!~! (29), sin cmbar¡o ha sido d! 

mostrado que la presencia de amibas del intestino no 1iempre 

nos indica la presencia de la enfermedad (16, 19, 38, 42), yo -

que existe la posibilidad de que éstas puedan no ser invasoras. 

Los estudios·de Ahued {1 ) y Estrada (11) 1 mostraron que cxis--

ten antígenos comúnes específicos en las amibas que parasitan 

diferentes huéspedes de acuerdo a la escala biol6gica, tal es -

el caso de ~~!!~~!2! ~h!!!~~i que parasita primates inferiores, 

demostrada su presencia en las heces de humanOs por Burrows (4) 

y Levine (23). 

Las alteraciones producidas por la invasi6n de !~!!~~!~! h!!!2= 

!l!!~! a la mucosa del colon han sido estudiadas en cobayos 

(26), así como en hamsters (45, 48, 49), al inocular intraceca! 

mente amibas, y la reacción inmunitaria determinada por diferen 



tes métodos demostró que 101 títulos de anticuerpoa deapu61 de 

siete días no fueron muy i•portantes pero tatos ae van incremen 

tanda hasta despuéa de 28 días de inoculación utilizando una c! 

pa patógena. 

Sin embar¡o, el hecho de que existan antígenos comúnes y espec! 

ficos en amibas pat6genaa y no patógenas no se ha evaluado con­

rcspecto a las posibilidades potenciales de ambas cepas, asi c2 

mo su correlación con las lesiones histológicas en tejidos. 

El objetivo de este trabajo fué investigar si el título de ant! 

cuerpos determinado a diferentes períodos de incubación después 

de la inoculación intracecal de cinco diferentes cepas de ami-­

bas. consideradas unas como patógenas, tiene alguna correlación 

con lo especie de la amiba inoculada, así como las lesiones pr2 

ducidoc en los epitelios. 
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CAPITULO II . 

GENERALIDADES 

La amibiaeia es una protozooois de distribuci6n geográfica mun­

dial (l?, 42). México es un pa{s que pre1enta un elevado por-­

centaje de amibiasia intestinal y extrainteatinal dentro de la 

población en general (15, 20, 47), Aunque habitualmente seco~ 

sidera como una 1nfeeci6n tropical, no hay duda que su frecuen­

cia es más elevada en los países con climas cálidos y húmedos -

(3)~ El diagnóstico de certeza se realiza cuando se encuen -­

tren trofozoftoa de !.:._!!!!!~!lS!~! por técnicas copropara.sitoecopicaa 

(2l, 32), recientemente se practican reacciones inmunológicas -

como coa¡lutinnc16n con proteína A (7), contrainmunoelectrofo· 

rcsis (43) y EL!SA (14), 

Se ha sugerido que ~~h!!!~!~!!=! requiere un medio adecuado pa­

ra sobrevivir y multiplicarse y este medio aparentemente es pr2 

porcionado por la pared y la luz del intestino (15, 20), Sin e~ 

borgo, hay factores como: la alimentaci6n del h~ésped (2, 5, 21 

24 1 SO); la deficiencia de ácido asc6rbico (36); así como la 

aplicación de medicamentos como la cortisona (10, 30, 51), que 

favorecen el crecimiento de las cmibas, viéndose esto aún más -

complicado por factores genéticos (6) desarrollándose lesiones­

extensaa con manifestaciones cl!nicas graves que traen como co~ 

secuencia el que una buena parte de la población presente tra! 
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tornos gastrointestinales los cuales repercuten en un problerna­

de tipo socioecon6mico para el país. Ea por ello que el e1tu-­

dio de la amibiasis intestinal constituye una de las priorida-­

des de loa problemas de salud para los paises en vía de de1arr2 

llo entre los cuales se encuentra México. 



CAPITULO 11 l 

ABREVIATURAS 

1.- PM-4 

2.- PM-5 

3.- Al!M-1 

4.- HM-531 

5.- HM-1 

6.- gr 

7.- lb 

e.- min. 

9.~ ml 

11- mg 

12- mM 

13- M 

14~ nm 

15- ug 

16- PP 

17- GRC 

lB-GRCT 

19- SNC 

20- sn 

21-ºC 

23- Ag 

5 

Entamoeba chattoni 1 Primate mexicano (4) 

Entamocba chattoni, Primate mexicano (5) 

Entamoeba histolytica, Abceso hepático -
mexicano (1) 

Entamoeba histolytica, Homo·BBpicns mexi­
cano (531) 
Entamoeba histolytica, Homo-aapiens mexi­
cano (1) 

gramo 

libra 

minutos 

milili tras 

miligramos 

milimolar 

molar 

nanómetos 

micro gramos 

precipitado 

glóbulos rojos de carnero 

glóbulos rojos de carnero tanizados 

suero normal de conejo 

sobrenadan te 

grados centígrados 

antígeno 
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24.- q.p. químicamente pura 

25.- L arado de libertad 

26.- t "t de Student 11 

27.- p probabilidad 

2B.- NS no si¡nificativo 



CAPITULO IV 

MATERIAL 

4.1.- Aparatos y material de vidrio. 

l.- Flujo laminar marca VECO 

2,- Incubadora Medi. Lab Mark L No, 415 

3.- Balanza analítica P-115 Bosch, 

4,- Centrífuga clínica modelo C-I~ 

5.- Potenciómetro Corning modelo 5 pHmeter. 

6.- Refrigerador marca Whirlpool. 

7.- Autoclave. 

B.- Mechero. 

9,- Reloj. 

10.- Papel filtro Whatmann No, 1 cualitativo. 

11.- Jeringas de insulina desechables. 

12,- Micropipetas de 10, 20, 50 y 100 microlitros 

de ''Sigma Chemical Company''· 

13.- Placas de hemaglutinaci6n 11 Cooke Microtiter U''· 

14.- Term6metro 

15.- Agitador de vidrio. 

16.- Frascos de reactivo (blancos y ámbar) 

17.- Pipetas pasteur. 

18.- Pipetas volumétricas de 1, 5 y 10 ml. 

19.- Matráces aforados de 100 y 1000 ml, 

20.- Matráces Erlenmeyer de 125 y 250 ml, 

7 



21,- Vasos de precipitado de 250 y 500 ml, 

22,- Probetas Pyrex de 100, 500 y 1000 ml. 

23,- Tubos Pyrex con tap6n de rosca de 15 X 124 mm, 

24.- Tubos Pyrex de vidrio de 13 X 100.mm. 

4.2.- Instrumental de cirujia. 

1.- Pinzae de diaecci6n Adson. 

2.- Tijeras Metsenbaun. 

3.- Pinzas porta-a¡uja 

4.- Hojas de rosuror. 

5,- Aplicadoros de madera. 

6,- Isopos. 

7.- Gasa estéril. 

B.- Algodón. 

9,- Tabla para cirujia. 

10- Guantes de cirujano. 

11- Cubrebocas. 

4.3.- Material biológico. 

4.3.1.- Animales de experimentación. 

120 ratas de raza Long-Evans, con pesos que oscila­

ron entre 60 y 110 gr. Se utilizaron números alea­

torios y se formaron cuatro grupos: tres de ellos -

se utilizaron para la parte experimental y uno como 

control. 
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4.3.2.- Cepas de Entamoeba. 

Se utilizaron cinco cepas de amiba1: 

§~_sh!!!2~! cepa PM-4, §~-~h!!!2E! cepa PM-5, 

~~h!!!2!l~!E! cepa HM-531 Y ~~h!~.!!!l!!E! cepa 

AHM-1, cultivadas monoaxénicamente; y !~_h!!.!2!l!!­

:! cepa HM-1 cultivada a.xénicamente. 



CAPITULO V 

ME TODO 

5,1.- Cultivo monoaxtnico 

5.1.1.- Siombra. 

5.1.1.1.- Agar salino.- Se prepara el agar al 

1.5% con cloruro de sodio al 0.7%,­

el cual ee distribuido en frascos -

de vidrio con tapón de rosca en al! 

cuotas de 2.5 ml cada uno, se eate­

rilizan a 15 lb durante 15 min. pa­

ra deapu6s dejarlos enfriar en for­

ma inclinada. 

s.1.1,2,- Almidón en polvo.-El:almid6n ea surt! 

do por la casa 11 Drug Houees 11 de 12 

glaterra, 

5,1,1.3.~ Soluci6n de eritromicina.- Se prep~ 

ra una solución de eritromicina a -

una concentraci6n de 5 ug/ml, util! 

zando agua estéril para su prepara­

ción, se coloca en frascos de vidrio 

con tapón de rosca en alícuotas de-

2. 5 ml. 

5.1.1.4.- Medio ''R 11 ,- Se preparo una soluci6n 
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concentrada de la siguiente manera: 

125 ¡r de cloruro de sodio, 50 gr -

do Acido cítrico monohidratado, 

12.5 ¡r de fosfato dibáaico de so-­

dio, 25 gr de sulfato de amonio, 

1.25 gr. de sulfato de maanesio pe~ 

tshidrotado, 100 ml de ácido lácti­

co. Todo esto se disuelve para 11! 

varee a 2500 ml con agua destilada 

De esta solución se toman 100 ml 

se adicionan 7,5 ml de hidróxido de 

sodio al 40% y 2.5 ml de azul de 

bromotimol ol 0.04%, previamente se 

ajusta el pH a 7.3 y se afora a 

1000 ml con agua destilada, se ost! 

riliza en autoclave en las condici~ 

nos señalildas. 

s.1.1.s.- Medio 11 eR 11
,- 100 ml del medio 11 R11 

-

se utilizan para sembrar una gota -

del cultivo~!.-~~!!. cepa 11 8 11
1 se 

deja en la estufa a 37°C durante 48 

horas, después de este tiempo puede 

ser guardado a temperatura ambiente. 



PROCEDIMIENTO: 

Aproximadamente 50 mg de materia fecal en la -

que se demostró la presencia de !~_h!!~2!l~~~ 

por el método de Faust, es sembrado en el fra! 

co que contiene agar salino en forma inclinada, 

al cual se le adicionan 5 mg de almidón en pol 

va, 4 gotas de eritromicina preparada como se­

mencion6 anteriormente y 2.0 ml de medio ''BR''· 

Se le deja cultivar durante 24 horas a 37° c. 

5.1.2.- Cultivo. 

s.1.2.1.- Agar salino.- El egar fué preparado 

de acuerdo al inciso s.1.1.1. 

5.1.2.2.- Almid6n en polvo.- Surtido por le e~ 

sa ''Drug Houaes 11 de In¡laterra. 

5,1.2,3.- Solución de eritromicina.- La eolu -

ción fué preparada de acuerdo al i~ 

ciso 5.1.1.3. 

s.1.2.4.- Bactopeptona al 20%.- Se prepara una 

solución de pep~on~ al 20%, después 

de lo cual se esteriliza a 15 lb por 

15 min, colocándose también en ali-­

cuotas de 2,5 ml, 

5.1.2.5.- Ftalato de potasio.- Se pesan 204 gr 

de ftalato de potasio, se disuelven 

con 100 ml de cloruro de sodio al 



401, •e aju•ta el pH a 6.3 y ae 11! 

va a un volúmen de 2000 ml, eateri­

lizándo•e poateriormente a 15 lb 

por 15 min. L• eoluci6n de trabajo 

se utiliza llevando a cabo una dil~ 

ción 1:10 con agua eatéril. 

5.1.2.6,- Medio 11 BRS 11
.- Se utiliza el medio -

''BR''• al cual se le adiciona el mi! 

mo volúmen de suero bovino filtrado 

y calentado a 56ºC durante 30 minu­

toa. 

PROCEDIMIENTO: 

Al frasco que contiene la siembra de la amiba 

ee le descarta el sobrenadante con pipeta pa! 

teur y se le adicionan 5 mg de almidón en pol 

vo, 2 gotas de eritromicina preparada como se 

mencionó anteriormente, 2 gotas de peptona al 

201, 1,5 ml de ftalato de potasio (solución -

diluida), 2.0 ml de medio 1'BRS 11 y se le deja­

cultivar por otras 24 horas. 

5.1.3,- Subcultivoe, 

5.1.3.1.- Agar salino.- El agnr fué preparado 

de acuerdo al inciso 5.1.1.1. 
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S,l,3,2,- Almid6n en polvo.- Surtido por la -

casa ''Drua Houseau de In¡laterra. 

S,l,3,3,- Solución de eritromicina.- La 1olu­

ci6n fué preparada de acuerdo al i~ 

ciao 5.l.1.3. 

5,l,3,4,- Bactopeptona al 20%.- La solucion -

fué preparada de acuerdo al inciso-

5, 1. 2. 4. 

5,1,3,5,- Ftalato de potasio,- La soluci6n -­

fuá preparada de acuerdo al inciso-­

s.1, 2. s. 

5.1.3,6,- Medio "SRS".- La solución fué prcp_!! 

rada de acuerd~ al inciso s.1~2.G. 

5.l,3,7,- Solución yodoyodurada,- Se prepar6-

mezclando un gramo de yodo, 2 gr d~ 

yoduro de potasio y 300 ml de agua­

destilada, 

PROCEDIMIENTO: 

Con todo cuidado, del fondo del frasco que co2 

tiene el cultivo de la& amibas, ae toma con -

una pipeta pasteur una gota que ae coloca en­

un portaobjetos y se le adiciona una gota de 

la solución yodoyodurada, se le pone un cubre 

objetos para hacer la observación al microsc2 
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plo del crecimiento del cultivo, 111 amiba• -

viables deberán verse teñidas por la aoluci6n 

yodoyodurado. También del fondo del frasco se 

tomo una cota como inóculo para hacer el se-­

cundo subcultivo, que ea preparado en la mia­

LlD forma como se describe para el primero. Se 

les deja incubar durante 48 horas a 37°C para 

hacer luego la segunda observación. En un cu! 

tivo positivo empiezan a aparecer las amibas­

dentro de las primeras 48 horas, pero se si-­

gue cultivando hasta tener aproximadamente 

50 1 000 amibas por ml. 

5.2.- Dotcrminación de la cinética de formación de anticuer 

pon en ratas como respuesta a la inoculaci6n de las -

tlifc~cntea cepos en estudio. 

5.~.1.- Primer grupo.- Estuvo conGtituído por 50 re-­

tas, 10 por cada cepa, a las que mediante té~ 

nica quirúrgica ae les inoculó 500,000 trofo­

zoitoa de amibas, contenidas en 1 ml
1

de las 

cinco cepas en estudio intracecalmente y se les _ .. 

dej6 30 dina de incubac16n. 

5.2.2.- Segundo grupo.- A 35 ratas se les inocul6 m! 

diante técnica quirúrgica intracecalmente e -



intestinalmente, 500,000 trofozo1to1 de amibos 

contenidas en 1 ml de cada cepa de entamoeba­

en estudio, 7 ratas por cepa. Se les dej6 un 

período de incubaci6n de 15 días. 

5.2.3.- Tercer grupo.- Estuvo conatituído por 35 ra-­

tas a las que se inocul6 mediante t6cnica qu! 

rúrgica intracecalmente e intestinalmcnte 

500,000 trofozoítos de amibas contenidos en 

ml de las cinco cepas de amibas en estudio, 7 

ratas por cada cepa y se les dejó durante O 

d!as. 

5.2.4.- Cuarto grupo.- (Grupo control).- Estuvo cons­

tituido por S ratas a las que mediante t6cni­

ca quirúrgica se les inocul6 con un placervo. 

5.3.- Sacrificio de las ratas después de los períodos de i~ 

cubación. 

5.3.1.- A los 30 días de incubaci6n se procedi6 al S! 

crificio de los animalea, que ae llevó a ca­

bo de la siguiente manera: los animales se 

anestesiaron con éter etílico anhidro, se les 

rasuró el abd6men donde se les colocó :_ - - ~. 

un antiséptico cutáneo para llevar a caba­

la laparotomía. Se les extrajo 2 ml de sanare 

por punción cardiaca y se extirparon el inte! 



tino y el higado. Se eid16 la lon¡itud del in­

teatino, contando el número de absceaoa prese2 

tea y lo di1tancia a la que 1e encontraron. 

5.3.2.- Las retas con 15 díae posteriorea a la inocul! 

ci6n de las amibaa fueron aometida• al mismo -

procedimiento que se relat6 en el inciso 5.3.l 

5,3,3.- Después de 6 días de incubaci6n con las amibas 

se·llev6 a cabo el miamo procedimiento del in­

ciso 5,3,l. 

6.3,4.- La& ratas del grupo control se sacrificaron 

por ol mismo procedimiento del inciao 5,3.l 

5,4,- Ooterm1naci6n de loa anticuerpos en loe diferentes grg 

pos estudiados por hemaglutinación pasiva. 

5.4,l.- Primer grupo.- La sangre extraída por punci6n 

cardíaca de ratas con el periodo de incuba 

ci6n de 30 días, fué centrifugada a 1000 X g 

por 15 min•y al suero así obtenido se le dete~ 

minó el título de anticuerpos. 

5.4.1.1.- Solución de Alsevers.- Se peseron 

2.05 gr de glucosa, o.e gr de citra­

to de sodio, 0.065 gr de 6cido cítr! 

co y 0.42 ¡r de cloruro de sodio, -­

los cuales fueron disueltos y se 11! 



varan a un volúmen de 100 ml con 

a¡ua destilada, Se e1teriliz6 duran­

te 10 minutos. 

S,4,l,2,- Suspenai6n de ¡l6buloo rojos de car­

nero.- Se tom6 un volúmen i¡uol de -

gl6bulos rojos de carnero a la aolu­

ci6n de alsevers ya preparada, y s~ 

guard6 en refrigeraci6n a 4°C duran­

te 10 dias para su maduración. 

5.4.1,3.- Preparaci6n del antigeno.- Se tomó 

1 ml de todas y cada una de las ce-­

pae de amibas y se homo¡cneizaron, -

el sobrenadante constituy6 el ant!g~ 

no, la cantidad de proteinaa fué d~ 

más de 2 mg/ml. 

5.4.1.4.- Soluci6n amortiguadora de fosfatos -

salinos pH 7,2, 

S,4,1,4,1,- Soluci6n de fosfato de -

potaaio monobásico 0.15M. · 

Se pesaron 10.20 gr de -

fosfato de potasio mono­

bésico y se disolvieron 

en soo ml de agua desti­

lada. 



5,4,1,4.2,- Soluci6n de foafato de -

aodio dib6aico.- Se pee~ 

ron 20.15 ar do foafato­

de aodio dibáaico 1 se -

disolvieron en 500 ~l dé 

a¡ua deatilada. 

PROCEOlMlEHTO: 

Se mezclaron 24 al de la solución de 

fosfato de potasio monobáaico con 76 

ml de la solución de ro.rato de 10-­

dio dibáeico 1 100 ml de aoluci6n s~ 

lina ieot6nicn al Q.085* 

5.4.1.5.- Soluci6n amorti¡uadora de fosfatos -

salinos pH 6,4, 

5.4.1,5.l.- Soluci6n de fosfato de -

potasio monobásico 0.15M 

La solución fué prepara­

da de acuerdo al inciso-

5, 4. l, 4. l 

5,4,1.5,2.- Soluci6n de fosfato de -

sodio dibásico Q,15 M 

la soluci6n fué prepara­

da de acuerdo al inciso 

5,4.1.4.2, 
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PROCEDillU:NTO: 

Se aezclaron 67.B ml de la aoluci6n· 

de fosfato monobásico con 32.2 ml de 

la aoluci6n de roofato de sodio dib! 

aico y 100 ml de la aoluci6n aalina­

iaotónica al 0,0851. 

5.4.l.6.- Solución de ácido tánico al 1%.- Se 

peao l ¡r de ácido tánico y se le 

adicion6 99 ml de solución salina 

isot6nica al 0.085%, se guard6 en r! 

f'ric,eraci6n a 4•C. De esta soluc i6n se h.!. 

zo una diluci6n 1:200, para tener la solu­

ción final de trebajo de ácido tónico - --

1: 20, 000. 

5.4.1.7.- Suero normal de conejo inactivado a 56° e.­

Por punción cardiaca se extra.jo la sangre -

de un conejo de la roza Uucvn Zelanda con -

un peso aproximado de 3 Kg y se centrifugó 

a 500 X g durante 15 min y se separó el SU!:, 

ro almacenándolo en un frasco para ser ina2 

tivodo a S6°C durante 30 minutos. 

5.4.1.8.- Adsorción de los glóbulos rojos de carnero.­

Se tomaron 3 ml de los glóbulos rojos de -

carnero almacenados en soluc16n de alsevers 



estéril, se lavaron 3 vece1 con sol~ 

ci6n salina y se preparó una auspc~ 

sión al 2% de glóbulos rojos de ca~ 

nero. Despu~• sele afiadió 3 ml de -

suero normal de conejo inactivado y 

ae lea dejó reposar durante toda 

una noche en refri¡eración a 4°C. -

Al dia siguiente se centrifu¡ó a 

500 X g durante 15 min y se aeparó­

el suero de conejo absorbido y se -

diluyó 1:100. 

Se tom6 el paquete de ¡lóbulos rojos 

de carnero y se le aftadió 3 ml de 

ácido tánico diluido 1:20,000, el 

cual se incubó a 37ºC en la estufa -

durante 10 minutos. 

Posteriormente ee centrifu¡6 a 500 X 

g durante 15 min y se descartó el u2 

brenada~te, ae resuapendi6 en aolu-­

ci6n amortiguadora de fosfatos sali­

nos pH 7.2 y se centrifugó a 500 X g 

en donde se descartó el sobrenadante 

y se volvió a lavar con solución 

amortiguadora de fosfatos salinos 



pH 6,4, 

A loa ¡lóbulos rojo• de carnero tan~ 

zadoa se lea adicionó 4 ml de 1olu-­

ci6n amorti¡uadora de foafato1 1ali­

noa pH 6,4 y l ml del anti¡eno, ae -

centrifugó a 500 X ¡ durante 15 nin~ 

toa, se descartó el aobrenadante y -

se le aHadi6 2 ml de suero normal de 

conejo diluido 1:100. 

El sedimiento se volvió a centrifu-­

gar y se le agregó nuevamente 5 ml -

de ouero normal de conejo diluído 

1:100, 

Se preparó un control positivo con 1 

ml do glóbulos rojos de carnero tan! 

zados al 2% con 4 ml de solución 

amortiguadora de fosfatos aalinos 

pH 6,4 y 1 ml de la cepa HM-1 homog! 

nizada y el suero fué de un paciente 

con absceso hepático amibiano y/o c2 

litis amibiana, El control negativo 

fuá preparado con l ml de glóbulos -

rojos de carnero tanizados al 2% más 

4 ml de solución amortiguadora de 
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fosfatos salinos pH 6.4 en ausencia 

de antígeno amibiano. 

PROCEDIMIENTO: 

5,4.2.-

5.4.3.-

5,4,4.-

Utilizando placas de limbro se llev! 

ron a cabo diluciones de los sueros­

obtenidos de las ratas en proporción 

logarttmica, es decir, 1;2 1 1:4, 

1:8, 1:16 1 1:32 1 etc,, teniendo como 

diluyente el suero normal de conejo­

absorbido diluido 1:100, 

Posteriormente se les aftadi6 50 lamE 

das de ¡lóbulos rojos de carnero ta­

nizadoa al 21 forrados con las dife­

rentes cepas amibianas y se les dejó 

reposar durante 24 horas. 

Se¡undo ¡rupo.- Se llevó a cabo la -

misma metodología enunciada del tnc! 

oo 5.4.1.1 al inci10 5.4.1.B, 

Tercer arupo.- Se llev6 a cabo la -· 

miema metodoloala enunciada del inc! 

so 5.4.1.1 al incioo 5.4.1.B. 

Cuarto ¡rupo.-Se llev6 a cabo la mi! 

ma metodoloala enunciada del inci10-

5,4,l, l ol incioo 5.4.1.B. 



ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO: 

GRC 

Acido Tánico 1:200 

Incubar 10 min a 37ºC 

GRC 

rcouopcnder con amort! 

auador fosfato salino 

pH 7,2 

GRC 

rcsuspender con amort! 

guodor fosfato aalino 

pH 6,4 

GRCT 

GRC 
CENTRIFUGACION 

(10 minutos) 

CllHTRIFUGACION 

( 5 minutos) 

CEHTRIFUGACION 

( 5 minutos) 

SllC 

CEllTRIFUGACION 
(5 minutos) 

24 

SNC 

(diluyente para -

loa sueros pro--

blema) 

en 

en 

en 



' I"' 
1 

i 
1· 

PREPARACION DEL ANTIGENO: 

4 ml amortiguador 
fosfato sali 
no pH 6,4 -

l ml g16bulo• ro 
Jos de carñe 
ro tanizadoS 

l ml solución sue 
ro problema-

5 ml amortiguador 
fosfato aali 
no pH 6.4 -

ml ¡¡l6bulos ro­
jos de carne 
ro tanizadoi 

SE DEJAN REPOSAR 10 MINUTOS A TEMPERATURA AMBIENTE 

CENTRIFUGACION "A" 

Glóbulos rojos de 
carnero tanizados 
+ Ag (resuspender 
en el volúmen ne 
cesario con suerO 
normal de conejo) 

sn 

CENTRIFUGACION "B" 
! 

Glóbulos rojos de 
carnero tanizados 
(reauspender con 
l ml de suero nor 
mal de conejo) -

25 

sn 
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s.s.- Oetcrminaci6n del número de lesiones encontradas en lg 

testino con respecto al número total de lesione• poei-

bl•• de acuerdo a lo establecido por Neal, (27, 28) 

El intestino de laa ratas fué sacado entero, colocado 

•obre una auperficie plana y medido a laa diferentes -

distancias donde se encontró los abacesos aei como co~ 

tado el número de ellos presentes para determinar el -

indice de virulencia de acuerdo a la f6rmula de Neal -

(27, 28) 

Determinación 
del indico de 
virulencia 

Número total de lesiones presentes -
en el intestino de los animales est~ 
diados. 

Número máximo posible de lesiones -­
presentes en el intestino de los ani 
males estudiados. -

Para ello fué necesario determinar la frecuencia del -

número de leoiones claaificándolos en grupos de la s! 

guiente manero.: 

Grupo 11 1 11 Presencia de 4 a 7 lesiones. 

Grupo "2 11 Presencia de B a 10 lesiones. 

Grupo 11 3 11 Presencia de 11 a 13 lesiones. 

Por ejemplo: 

En un estudio de cinco animales, uno de ellos 

se situ6 en el grupo 11 1 11
1 tres animales se e! 
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tuaron dentro del grupo 11 211
1 y un animal se -

situó dentro del grupo 11 3 11
• El n~mero post-­

ble de lesiones en los cinco animales se co~ 

sidera dentro del grupo 11 3 11
1 por lo que el i_n 

dice de virulencia se calcula de la siguiente 

forma; 

f~ X 100 66.66% 

5.G.- Alteraciones histopatológicas en loe órganos estudia­

doc por rnicroacopia de luz. 

5.G.1.- Conservación de los tejidos. 

5.6.1,1.- Solución de formol en fosfatos.- Se 

toma la densidad del formol para h! 

cer una solución al 10% con agua.­

So toman 100 ml de la soluci6n ~e -

formol al 10% y se le agregan 900 -

ml de agua destilada, 4 gr de fosf! 

to de sodio monob6sico y 6.5 gr de 

fosfato de sodio dibásico. 



PROCEDIMIENTO: 

Los intestinos y los hígados de las 

ratas inoculados fueron colocados -

en formol al 10% para llevarse a e~ 

bo el estudio histopatol6gico por -

el or. Juan Manuel Jiménez, Jefe 

del Departamento de Microscopio 

Electrónica del Hospital 20 de No-­

viembre. 

5.6.2.- Procesado de los tejidos.- Se sometieron a 

deshidratación en el procesador de tejidos 

11 American Optical 11 No. 8000. 

S.6.2.1.- Deshidratación, aclaramiento e in-­

clusi6n .- Se deshidrataron con 

tres alcoholes al 96%, tres alcoho­

les absolutos, tres agentes aclaran 

tes como el xilol-xilcno, trea par! 

finas y una parafina más para hacer 

la inclusión del tejido y formar el 

cubo para su corte. 

La inclusión se llevó a cabo en pa­

rafina y el corte realizado se hizo 

en un microtomo Modelo 820 ''Ameri-­

can Optical 1
', a un espesor de 3 m! 



eras. Posteriormente se tendió el -

corte en un bafto de flotaci6n a una 

temperatura de 46ºC marca ••voekel''• 

Aquí se tomó el corte en el portao~ 

jetos y se llevó a una estufa mode­

lo HDT-27 a una temperatura de SO•C 

5,G.3,- Tinción de hematoxilina-eoeina.- Después de -

llevar a cabo el proceso de desparafinizaci6n 

e hidratación se tiHó con la hematoxilina-eo­

sina. Posteriormente se deshidrató con tres 

alcoholes al 96%, tres alcoholes absolutos y­

un alcohol-Xilol en partea i¡ualee (1:1) y 

tres agentes aclar~ntea (xilol) cubiertos con 

resina sintética y añadiendo un cubreobjetoe­

de 24 X 40 mm, para su estudio al microscopio 

de luz. 

fi,G.4,- Observaciones microscópicas.- El estudio de -

microscopía de luz ce llevó a cabo tomando en 

cuenta los siguientes parámetros: 

a) Presencia de abscesos 

b) amibos 

c) necrosis 

d) actividad en bordes 

e) inflamación 



f) linfocitos 

g) polimorfonucleares 

h) macrófagos 

i) células plasmáticas 

j) fibroblastos 

k) microorganismos 

1) osférulas 

m) ¡ranulomas 

Así como la apreciación cuantitativa: 

(+) presencia 

(++) cantidad moderada 

(+++) abundantes o extensa 

3J 

5.7,- Alteraciones histopatol6gicae en los órgonos cetudin­

dos por microscopia electrónica. 

5,7,1.- Conservación de loe tejidos. 

s.1.1.1.- Solución reguladora de fosfatos 

0,15 M pH 7.2-7.4. 

Soluci6n A.- Fosfato de sodio dibá­

sico .-Se pesaron 2.84 gr y se di-­

solvieron en 100 ml de agua destil! 

da. 

Solución B.- Fosfato de sodio mono­

básico,-Se pesaron 2.76 gr y se le 
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disolvieron en 100 ml de a1ua de•t! 

lada. Para hacer la soluci6n •e t~ 

maron 40,5 ml de la aoluci6n A, 

9.5 ml de la aoluci6n e y so ml de 

a¡ua deatilada. Se ajustó el pH a 

7.4 

5.7.1.2.- Glutaraldehido al 2.5% en solución­

re¡uladora de foafatoa.- Se tomaron 

2.5 ml de ¡lutaraldehido se diso! 

vi6 en 97,5 ml de aoluci6n re¡ulad~ 

ra de fosfatoa. 

5.7.1.3.- Cloruro de calcio al 1%.- So pes6 -

l ar de cloruro de calcio y se di-­

sol vi6 en 99 ml de agua destil.ada 

5,7.1.4.- Sacarosa q.p.- Se pesaron 10 gramos. 

Metodologia: 

Se hizo una soluci6n de glutarald~ 

hído al 2.5% en solución reguladora 

de fosfatos 0.15 M pH 7.2-7,4, y 

se le agregó 10 gotas de cloruro de 

calcio al 1 %. 

Se preparó también una solución la­

vadora de la siguiente manera: a 

100 ml de la solución reguladora de 



PROCEDIMIENTO: 

fo1fato1 •• 11 1ar111ron lo• 10 ara 

moe de •acaro•a q.p. y 10 aotaa de 

c1lcio al 11. 

Para conservar las mueatraa de tejido ae toma 

una porci6n del mismo y se deja miximo 2 ho-­

. ras en glutaraldehido,después de este tiempo, 

el tejido ee pasa a la solución lavadora don­

de ae conserva en refrigeración hasta 1e eet~ 

dio. 

5.7.2.- Postfijaci6n.- Se us6 el fijador de Palade 

modificado a base de tetra6xido de osmio a un 

pH de 1.a. (El tiempo transcurrido entre la -

toma de la biopsia y su inmersi6n en el fij!. 

dor, debe ser lo más breve posible y mant! 

noree en un recipiente con hielo fundente). 

5.7.3,- Dcshidrataci6n e inclusi6n.- La inclusi6n se­

hizo en cápsulas de gelatina, se empleó el 

Epon 812 mezclado con: DMP-30; Anhídrido dod! 

cenil succinico; anhídrido metil nádico. 

5.7.4,- Polimerizaci6n.-Lo polimerización se llevó a 

cabo en una estufa a 70°C en un lapso que 

puede variar de S a 10 días. 



5.7,5.- Corte.- Una vez que la polimerizaci6n fué ad! 

cuada, se talló una pirámide de la cápsula en 

el polo donde se encontró el tejido. So prcp! 

raron cuchillas de recortes de vidrio y se c2 

locó en el ultramicrotomo y se hicieron cor-­

tes de 600 a 900 Amstrongs de espesor. 

5,7,6.- Montaje.- Se hizo en rejillas de cobre para -

que los electrones actuaran directamente so-­

bre el tejido. 

5.7,7.- Observación al microscopio electrónico,- Paro 

hacer la observación microscópica, no hubo n~ 

cesidad de hacer tinción cromática, cato ne -

debe a que en microscopía elcetr6nica se usa­

un haz de electrones y no de luz. No puede 

darse un limite de tiempo para hacer loa ob-­

servaciones 1 ya que éste puede variar desde -

horas, días o meses de acuerdo a la cou1pleji­

dad del problema. Una vez localizados los 

campos adecuados, se les tomaron fotografías 

y su interpretación se hizo en las copias fE 

tostáticas. 
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CAPIT\lt.0 Vl 

ll!SUl.T"OOS 

La •obrevlda de lo• an1.alH inoculado• con hi1 cinco diferente• cepas estu• 

diadas 1e prnenta en el cuadro 1, en donde se detennln6 aded.1 el porcentaje 

de é1tc.o, con el objeto de hacer diferencia• en la pato¡enleldad de eata1 ce ... 

CUADRO 1 

::;~•~- r,·~ .===i.~~ 
.'U:-.U"l! •: 1C 15 l' J ,. 1: 1 
Xin!:•JlDA --+---< -..--,:--'-~1--....----,._---i-..;..--j 

fF..: ANI'.',LE 5/1" 517 6/7 K 1!" ..,,., .. ,.., 1 

;~:~:=~·¡!O' ¡ 71,oz,'. 0',71' _'_!P_'_._'_"'_.'_,_K'f'. ,...,. !::'.J,?\,'. 71,42', r,c:•. O'.:., 71,', i ')'-:, 7t'. !:~1 ' HD.: 

' H t' l t11· SJI "' ' 
X n "' 15 :r 15 

_,,.., ''"/? ~.'7 <:f\~ C/"' ;!./., 1:•10 7/7 

71,4?'. 



CEPA 

.... 
53 

54 

se 
58 

58 

CEPA 

.... 
11!1 

86 

17 

81 

89 

CEPA 

No. 

90 

91 

12 

93 .. 
911 

El cuadro.:?, CIUl.'Btra lou re11ultadot1 oblenldoa dt' 111edir l'l n1i&t•-

,•o de le11ione11 causadns en el lnteullno de las ratas por cada 

una de las cepas estudladaa en los trt'H dlft~rrnlrs pi•rlmlns dl• 

incubación. 

PI .. -• 
11 

9 

1 

9 

PM4 ....... 
10 

1 

6 

1 

6 

PM4 -· 1 

1 

'º 
1 

1 

9 

ABSCESOS EN INTESTNO 
30 OIAS 

CEPA PM !5 CEPA AHMI CEPA 

No. 

se 
39 

40 

41 

42 

4S 

44 

45 
46 

47 

A"""°' .... -- No. 

9 21 15 ea 
1 22 9 ,. 
1 23 6 60 

e 24 12 61 

8 2!I o 62 

1 26 6 6S 

10 

" 6 

11 

ABSCESOS EN INTESTINO 
15 OIAS 

HM!531 

AbiCHOI 

11 

6 

8 

6 

'º e 

CEPA PMS CEPA AHM 1 CEPA HM!531 

No. 

48 

49 

ea 
51 

52 

76 

11 

AblCllOt No. -· N~ 

1 27 e 64 

'º 28 e 65 

8 29 13 66 

• 30 10 67 

.1 31 11 61 

9 32 • 69 

12 

ABSCESOS EN INTESTINO 
B OIAS 

AblCHOI 

• 
'º 

1 

10 

6 

10 

CEPA PM!S CEPA AHMI CEPA HM531 

No. AblCllOI No. Abtc1101 No. Abeutot 

71 1 33 9 10 1 

79 4 34 'º 71 9 

IO 6 35 8 72 3 

" 9 36 • 73 8 

82 9 37 'º 74 6 

83 9 75 • 
84 'º 

CUADRO 2 
CEPA HMI 

No. Ab""" 

1 9 

2 11 

3 11 

4 'º e 11 

• 8 

1 11 

e 10 

CEPA HMI 

No. A-.ac1101 

• 9 

'º e 
11 6 

12 8 

1 3 12 

14 11 

15 10 

CEPA HMI 

No AblCllOI 

16 12 

17 8 

18 8 

19 8 

20 10 



CEPA 

No 

,3 

,4 

" 
'" ,7 

CE:PA 

No. 

111 
16 

87 
88 

89 

CEPA 

No. 

90 
91 

92 

93 

•• ., 

t.: ._t. 10.1r 

lns rataa ao1r1etldaa 8 este eat.udio 1 dl6 lus rt•1111ltudo*' r:u111r.1-

dos en el cuadro J, 

PM4 

•1.111on 

11 
llf 

[! 

1 

11 

.... 
•1.n1on 

!l 
1 

l 

1 

1 

PM4 

•1.111on 

1 
1 

11 

1 

1 

JI 

GRADOS DE LESION 
30 DIAS 

CEPA Pr.t5 CEPA AHMI 

No 

38 

39 

40 
41 

42 

43 

•4 
45 
46 

47 

CEPA 

No. .. 
49 

50 
51 

52 
16 

11 

•1.u1on No •l.Hlon 

11 21 !11 
¡ 22 fl 

1 23 1 

1 24 rn 
11 2' 1 

1 26 1 
11 
111 
1 

rn 

GRADOS DE LESION 
l!I DIAS 

PM5 CEPA AHM 1 

•1.111on No. •1.e.ion 

1 27 1 

11 28 1 

11 211 111 
rr 30 ll 

1 31 111 

11 32 ll 
111 

GRADOS DE LESIDN 
8 DIAS 

CEPA PM5 CEPA AHMI 

•• •L.Hlan No •Lnion 

18 1 33 11 
79 1 34 11 

80 l 35 11 

81 11 Je 11 
82 IJ 37 ll 
IJ 11 

84 11 

CEPA HM531 CEPA HMI 

No •LA.ton No. •1.11lon 

'ª lit 1 ll 

,9 [ 2 I 

60 11 3 lll 
61 1 4 11 

62 11 ' m 
63 1 6 11 

7 111 
8 11 

CEPA HM531 CEPA HMI 

No •L.uion No •1.nlon 

64 11 9 l 1 
65 11 10 1 

66 l 11 1 
61 11 12 11 

68 l 1 3 111 

69 ll 14 111 

15 11 

CEPA HM531 CEPA HMI 

No 'L11lon No. 'l..tllOn 

10 1 16 111 
71 11 17 ll 
72 1 18 ll 

13 r 19 11 
14 J za 11 

15 JI 



.~. tE OIAS 

a 

37 

la drter·Unaci6n del indice de v1rulencu. tué llevada a c•bo -

de acuerda a lo establecido por Neal (27, 28), donde ae to11en 

!oa valorea obtenido& en la• doa tablea anteriores y los parce~ 

tajea reaultantee ae representan en el cuad:-o 4. 

CUADRO 4 

ClEliTO r:L NJ. o:: LESION'.;S Eri:•_:-¡rP,\Q.t;, C".' 
REEPECTO AL ~.O. TOTAL DE LESJOfJES PUSIOLES 

JJ,J.3,~ :1.!XJ.~ fl5.eo,~ 

7J,j~' 44.44 •• T · -,¿.~e· 66,50,; 

'--~~~~ ... ~~~~_:.-,_~~.~~--~~~J.-~~~~~'--~~-



ClPA 

Ho. 

5! 

54 

55 

56 

51 

ClPA 

No. 

85 

16 
17 .. 
89 

CEPA 

N• 

90 
91 

92 

93 .. 
95 

1 •. 1 • ilu~ 1 11'.1 •l1• I 1 l l 11 lo •h• 11nl h•1.h!l'l'"ll 111••1l llh•11 ¡1ur lll'ui.11: l 11 I "':! 

1• l 611 pu11 i v.1 1.•11 1 as t r1•n 11t•r l 111.!1111 d1• i ut·uh.u- l 1i11 y 1•11 1.111 1• l 111.·o 

"''I'"'" .. a111111.111:111 ac 111•u1u•ntn "º 1.•l rumlro !,o, 

PIU 

Titulo 

I"'º 

l'IO 

1•10 

1•40 

1•10 

PM4 

Titulo 

1•40 

1•40 

1•40 

l•ZO 

1'10 

PM4 

Titulo 

\•SO 

11 eo 
1•80 

11160 

1•10 

1•40 

TITIA.OS OE HEMAGLUTINACION 
50 DIAS 

CEPA PMS CEPA AHMI CEPA 

N• 'Tltulo No. Titulo tl• 

!I l'llO 21 1'1280 58 

" 1•160 22 1•160 59 

•o 1•!20 2! 1•160 60 

41 1'160 24 I• 1280 61 

42 1•!20 25 1•160 62 

o 1•80 26 1•40 6! 

44 1140 

45 PIO 
46 11&0 

47 1'40 

TITUl.OS DE HEMAGl.UTINACION 
l!I OIAS 

HM531 

Tltulo 

l'I 

l·I 

Id 

l•I 

l'I 

'" 

CEPA PM5 tEPA AHMI tEPA HM531 

No. Titulo N• Titulo No. Titulo 

48 1•80 27 l·BO 64 Id 

49 1•160 28 11160 65 1•1 

50 1•!20 29 lt160 66 PI 280 

51 1•10 30 11160 67 1·2~60 

52 1'160 !I lt\60 68 lt\ 280 
n; 1•10 !2 1•80 69 111280 

77 1•180 

TITLUJS DE HEMAGl.UTINACION 
8 DIAS 

CEPA PM5 CEPA AHMI CEPA HM53\ 

No Titulo N• Titulo No. TlhJo 

78 11160 3! 1•160 10 1•160 

79 l •!20 !4 1,80 71 I• 160 

10 l ·BO !5 1•80 72 11 320 

81 1•10 36 1,80 7! lt320 

82 l>I 37 1•160 74 1•80 

8l l>I 15 1•640 

84 l•I 

CUADRO 5 
CEPA "'" 

No. Tltulo 

1 11160 

2 1·160 

3 1·ao 
4 1•10 

5 1•40 

6 I''º 
7 \140 

8 l• 160 

tEPA HM 1 

•• Tltlllo 

9 "160 

10 1•160 

11 1•40 

1 2 1•80 

1 ! 1•40 

14 1•80 

le 1•40 

CEPA HMI 

No. TI tul o 

16 11160 

17 1•160 

18 ''ªº 
19 \11&0 

20 1'160 
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El trataaianto eatadistica de co•p•rar el número de lesiones 

preaente1 de1puéa de 30 dia• de 1ncubac16n fué llevado a º! 

bo mediante la prueba eatadistica ••t de Student•• no pareada, 

ael como loe titulas de hemaglutinaci6n loa cuales se preaen 

tan en el cuadro 6 

CUAD'.'lO IS 
riuuu: DE LES:OllE~ IO DiAS· 1 

,.. . Pl" & A:·M·I HIH5i HIH 

1 

\ 
Q697 0.5~8 O.tiOQ 1.834 

PIU 'L 13 11 11 11 

p ru. i:.s. N.S. 0.10 

1 i.406 

\ 
o. 254 o.:so 2.471 

Fl.U 'L 13 14 14 10 

p o. :o N.J. N.S. 0.025 

1 l.C.O i.QD7 

\ 
o.o:Jo 1.r,2a 

Alll.S-: 'L 11 14 10 I~ 

p QIO 005 N.S. QIO 

1 7.123 3.0JO 2.107 

'\ 
2.~J 

H'.~5:1 'L 1 14 10 12 

p "'º·ºº' ().00$ 0.05 0.02:; 

1 1.441 o.eso .. ~~º 4.CB3 

\ HIM 'L 11 1 G 12 12 

p 0.10 N.:;. 0.05 co.oc1 

HEr.lr.OLU71t:Ac:Ot!ES 3'J DIA:;. 
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Eete mie•o tratamiento eetadiotico •• utilizó para ver al h2 

bia diferencia entre laa cinco cepas eatudiada• deapuéa de -

15 diaa de incubación. El-cuadro 7 noa muestra los reaultadoa 

obtenidos del número de l11ionea as! como el titulo de anti-

cuerpoa. 

c~cao 7 

1 NUlllllO DC &.ESIONIS 10 OIAS 1 
Pl.1•4 Pll•I A:::.1-1 Hll•ISI Hll•I 

' 1\ 
1.843 0.1107 1.208 1.1114 

P;.t'4 •L 1 o g ' 10 

p 0.20 N.S. 0.20 ·N.S. 

1 Z.41311 

\ 
0.134 0.383 0.121 

p¡,u 'L 10 11 11 12 

p O.CH N.S. N.S. N.S. 

' 4.321 0.3117 

\ 
0.110 0.029 

AllU•I "' 10 11 10 11 

p .c0.001 N.S . N.S. N.S. 

1 usa l.!130 Z.372 \ 
0.172 

H:.1-ISI 9L 11 11 10 11 

p 0.0211 0.025 0.02!1. N.S. 

' 1.822 1.8411 1.704 Z.711 

1\ HU-1 ~L 10 12 11 11 

p O.lo 0.10 0.10 0.02 

H t: U A O L U T 1 N f; C 1 O U 't: !l IC Olr.!l 
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El cuadro B nos muestra el número de lesiones dcspu6s de 8 

dias de incubaci6n así como los títulos de hemaG1Utinac16n 

tratadas estadísticamente en la forma antes rnr.ncionada. 

CUAD::o O 

1 NUlllROOI LISIONll O D IAS 1 

P11•4 , .... AHll•I 1::1-11:11 llU•I 

1 

1\ 
0.118 1.9115 1.120 1.4110 

, .... 'L 11 G 10 o 
, N.S. o.os 0.20 0.20 

t 0.103 

~ 
1.4511 1.0311 1.20~ 

PIH 'L 11 10 11 10 

p N.S. 0.20 N.S. 0.20 

1 1.011 0.3&4 

i\ 
2.714 0.000 

AHll-I 'L 11 10 G 8 

p NS. N.S. 0.02 N.S. 

' 2.314 2: 107 1.11111 

~ 
2.284 

Hll-DI 'L 10 11 11 G 

p O.OH 0.10 o.oe 0.05 

' Z.1105 o.ese 1.2115 1.482 

1\ HY·t 'L 11 10 8 G 

0.025 N.S. 0.20 0.10 

~MAOL UTINACIONll 11 DIAi 



... 

1~011 1•1 ub.ll'Ln tlu lnvenllt:11r ttl lillblu un ·1111•1•t• .. 1•nlu 1•11lr1• •·I -

ni"111wrn olL• \l'lllurwu 11r-oilucl1h1n y t•I tl1•1<111u ,¡,. l•Wllh·•"'"" •I•• 1.111 

'"l'·l:o 111un1l<1th11J L'll cnLe t•11tml\u, 111• 11•·11•• u t·uhu PI 11·,,1.1rq•·1t 

Lo l!HLl1dlat.lco el r.u11I tH' 111•1•11t~11t11 1•1• r•I 0·1111dro •1, Pll •lt•11°I•· '·'!'! 
loi1•11 UL' 1111allv.ú ul lltulo dr unllc11v1·¡11111 ••11••·•11•1••=· ,¡, 1.1 111• 

liCll L'Slutli111l11, 

HM·I 

• DIAS 'L 
..L .. ' 

DIA!i ~ 

•• .... 
10 

01"5 

• OIAS 'L . .. ' DIA5 'L 

10 
DIAS 

01'ls 'L 

,. ' 
OIAS 'L 

'º 1 OIAS "L 

N-llO DI LU-Ki•n·-­
e DI.U I! OIAS 30 DIAS 

'·'" • 
O OI -.:, .. ~ 
• 

n 10• . 
CUADllO 1 
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F1,o:ura 1.- tnflamar.L:in p,ranulom:ltOS3 constituida por 1 infocil(JS, cflulas -

µlar.rrulttcaB, <m ~l intcritino de ltm ratas inoculadtrn con F.nla-­

mtJl':bti ctwttonl cepa PM A1 r:on un pl;'riodo d1~ incubuci6n dr. 30 

dia:J, VGTaS-;1 micro::-e<Jpio d<? luz. G} Granuloma. 
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F'igur~; .- 1nflamaci/m ~:r 1.m•Jlcriato:~a y al tcracinnc!> en las micrQVl'llosida­

d~n del in~t.e.c;tiw1 de r:itas inoculadan con Entamoeb<:t chrittoni -

ccp..J PY. ~ r1 lq:.l ?!O dies <lf' tr.cubilción, observadH.s al microscopio 

de lu1. (¡) Granul?ma. M) Mir.rr)·1ello1ndade~. 



Figura 3,- Microvel losidades de células intestinales de las ralas inocul1idns 

con F.ntamoeba histolytica cepa AHM 1, con un tiempo de incubación 

dí.' 30 días, vistas al microscopio de luz, M) Microvnl losidad•?s. 
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Fl~".;,.i:·:¡ 4.- í'r•.-:-:c·nr;J¡J d·~ 1nl\.\'°::v: 1)1t r')r ~i11fl"•Clt('lS en las células int•1stin_!! 

l.-~~ rif· rat;H· in:-~cub'i.i<i:; l·on ~~ hbtolytica c1:pil H:I¡, c:,:.n, -

{·,;1~ 1.m pt•ri·.it:·) d~· inr.11badó~1 'if:' :10 dia~, observadas al m:icrosco­

pio f!t• ll1·1.. MP4ir:ro•J1,llo::lidadt!s, LH.infocitos, 

ll 
li 
" 

1 
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figura 5.- Granulom(t y alleracionr!n t•n lns mic'rO\'f,.'llCJr.idadr~!i dP las c(i}1Jl'lti 

instentinalea en las ralas inoc:ul.tdas con ~ hist.ol.vt.ic•t 

cepa HM l, a loo JO dins de incubación, vir;t;is al m.icr~1s,~011jo df.' 

luz.. G)Grenulomn, M)Mi~rovf'llosidades, 
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Figura 6,• Mlcrofotogr<1ffa electrñnini df'l intr .. ;t.1nci (lU!:" rnui>s~rct l-'t~ nirr~ 

vellosid!ld<!s d!' 110~ c!Hulas lnt!:'UinaJ~·~ d•• la~ ra'.:ts t:."nntr<:il -

(nornale$ l, ~,600 X, 

,,,._ 



;J{'S el"].¡'~ 1·~1·\!\·1~; :nt•'t:tJr;,1<•·:., •l,• 1 .• t•.· 
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CAPITULO Vil 

COMENTARIOS 

Si aplicamos la definición dada por Sepúlveda (42) en relación -

a amibiasis invasora como "todos aquellos procesos patol6¡1cos -

causados por la penetración de ~~!!!2!~! h!!!~!l!!E! a los teji­

dos "• podemos pensar que en una parte importante de la patogcn! 

cidad se involucra al parásito como agente etiológico. 

Los estudios de Surgeaunt (37, 38, 39, 40, 41) y Jiménez (1, -

1B), m6atraron que el patrón electroforético o zimodemo de las 

amibas se encuentra relacionado con la patogenicidad, evaluado­

ésto por la historia cllnica del paciente, 

Las alteraciones producidas por las amibas en el inte1tino de -

animales de experimentación llevadas a cabo por Chévez (45), 

Treviño (22), Mora Galindo (25, 26), etc., as! como laa lesio-­

nes producidas en hígado estudiadas por Tanimoto nos dan una 

idea de su relación con la virulencia. 

Vinayak (52), utilizando una sola cepa de amibas evalu6 la re! 

puesta serológica de ~~!~~2!~! h!!~2!l!!~! en ratae y estable-­

ció una comparaci6n con su virulencia, por lo que noaotroe al -

estudiar diferentes cepas de amibas pensamos que au potencial -

de invasividad después de ser inoculadas 1ntracecalmente, nos -

dará la posibilidad de inferir su grado de virulencia o invasi­

vidad determinada por el titulo de anticuerpos. 



El cuadrol, mostró la sobrevida que presentaron los animales 

inoculado• intracecalmente e intestinalmente, donde pudimos ob•e! 

var que las dos cepas inoculadas de primates, una de ellas (PM 4) 

presentó a lo• treinta dias de incubaci6n una sobrevida del 50% , 

esto nos indic6 que aparentemente la cepa PM 4, tiene una mayor -­

virulencia que la PM S, la cual presentó una sobrevida. del 

100%. En relaci6n a la cepa AHMl, pudimos observar que no hubo -

relación de aobrevida con respecto al tiempo de incubación ya que 

en general podemos decir que se mantuvo entre 60% y 85%. Por lo -

que respecta a la cepa HM531, loe dos primeros periodos de incub! 

ci6n mostraron una sobrevida del 85%, sin embargo este disminuy6-

a los treinta días hasta el 60~. La cepa HMl aparentemente no 

mo1tr6 cifras diferentes de sobrevida en relación a los periodos 

de incubación y estos fueron entre 711 y 1001. 

El número de abscesos en intestino presentados en el cuadro 2, se 

midi6 después de los tres periodos de incubación de las cinco ce­

pas estudiadas. Estos abscesos fueron múltiples y fué necesario 

og~uporloe en 6rden de frecuencia, esto está representado en el­

cuodro 3, en donde el grupo 11 1 11 se consider6 cuando estuvieron -

presentes de 4 a 7 lesiones; el grupo 11 2 11 en presencia de 8 a 10 

lesiones y el grupo 11 3 11 cuando se encontraron de 11 a 13 le-­

alones. 

Parn evaluar el grado de pato¡enicidad producido por las diferen 

tes cepas se determinó el indice de virulencia establecido por 
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Neal (27, 28). Los resultados mostrados en el cuadro 4 indica-­

ron que la cepa PM4, present6 un mayor porcentaje de lesion~9 a 

períodos de incubación prolongados en donde a 30 díaa fu6 ra~yor 

que a 15 días y a su vez éste fué mayor a 8 días, lo que no~ ig 

dice una relación entre el grado de lesiones y la sobrevida de 

los animales. 

La cepa PM 5 presentó lesiones que dieron como resultado un í~ 

dice de virulencia expresado en porcentaje semejante en los 

tres diferentes períodos de incubación, lo cual estuvo de ecua~ 

do con la sobrevida de los animales que fué del 100%~ es de .ir, 

no hay relación entre el diferente período de incubsci6n de C! 

tas cepas y las lesiones producidas, ya que no se incrementnron 

y siempre se mantuvieron entre 50% y 60%, 

En relaci6n con la cepa AHM 1 pudimos observar que /ésta tuvo 

una eobrevida entre 60% y 71% y el número de lesiones se encon­

tró entre 60% y 66%, es decir aparentemente hay una relación err 

tre el número de lesiones y la sobrevida de estos animales, lo 

cual nos está indicando el daño producido al instalarse en el 

intestino por la colonización amibiana. 

Al estudiar la cepa HM 531 y correlacionarla con el indice de -

virulencia y sobrevida de los animales, pudimos observar que 

si hubo relación inversa entre estos dos parámetros, ya que a 

los 8 días de incubación la sobrevida fué mayor, y menor el nQ 



mero de lesiones, sin embargo, a los 15 díao se mantuvo la sobr! 

vida y se incrementó el índice de virulencia, lo que no sucedió 

a los 30 días de incubación, ya que la sobrevida disminuyó y se 

mantuvo el indice de virulencia, por lo que podríamos inferir -

que el índice de Neal nos indica el grado de virulencia en una 

cepa desde el punto de vista cualitativo, pero no desde el 'pun­

to de vista cuantitativo. 

Por lo que respecta a la cepa HM l aparentemente fué la que pr2 

dujo el número de lesiones más importantes, determinado - - - -

por los porcentajes obtenidos en el índice de Neal donde no 

existió ninguna correlación con la sobrevida de los animales, -

ya que ésta se mantuvo entre un 70% y 100% y el número de lesi2 

nea observadas dió un índice claramente más importante a loa 30 

días de incubación que a los 15 y O días. 

Por lo que respecta al título de anticuerpos de acuerdo a los -

estudios de Ríos (33}. este demostró que ~a~· una relación con 

respecto al difererite período de incuboción. Como pudimos obse! 

ver en el cuadro 5, los títulos de antlcucrpos fueron diferentes 

en las cinco cepas estudiadas, donde aparentemente en la cepa -

PM 4 no se prcaentó un incremento en relación con los tres pe­

riodos de incubación manteniéndose en forma más o menos consta~ 

te. Por lo que respecta a la cepa PM 5 los títulos se vieron 

claramente incrementados con respecto al tiempo de incubación -

y en alguno de los animales mostraron títulos más altos en rel! 



ción a los observados con la cepa PM 4, 

El análisis de los resultados con respecto a 101 t1¡u101 obser­

vados con la cepa AHM l mostró también una cinética e1pecifica 

donde éstos fueron incrementados con respecto al tiempo de in­

cubación siendo más elevados en loa dos primeros tiempos de in­

cubación. 

En relaci6n a la cepa HM 531 la cinética observada nos pre~entó 

un incremento en el titulo de anticuerpos en loa periodos de tn 
cubaciGn que seguramente fueron los titulas más altos obtenidos 

en nuestros estudios, donde desde los 8 diaa 1e preaent6 ~nn 

reacción inmunol6gica importante la cual fué incrementada y o -

loa 30 dias todos los animales presentaron titulo• muy bajos, -

lo cual nos está indicando que posiblemente este lote de anima­

les presentó un rechazo a la formación de anticuerpo• o bien en 

ese momento la técnica no fué la senllble que no1otros hubi6ra­

mos querido, basándose en el hecho de que la sobrevida fué del 

60% y,el número de lesiones correspondió al 55~. 

Por lo que respecta a la cepa HM 1 los titulas de anticuerpos -

no fueron incrementados con respecto al tiempo de incubaci6n y 

presentaron valores semejantes a los observados en la cepa PM 4 

Podríamos inferir que lee capacidades antigénicas están preeen-

tes en las cinco cepas. 
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El tratamiento estadiatico de 101 resultados encontrados con re! 

pecto al número de lesiones de1pués de 30 dias de incubaci6n fui­

prc::::cnt.L:OO S\ el cuadro. 6, donde pudimos obaervar que hubo diferen-­

cias estad[aticamente ai¡nificativaa entre la cepa PM 5 y HM 1, 

así como con la cepa HM 531 y HM l; por otro lado, al llevar a 

cabo el tratamiento estad!stico con el titulo de anticuerpos en 

estos animales, después de 30 día• de incubación las diferen 

cias se observaron entre la cepa AHM 1 y la cepa PM 5, así como 

la HM l y HM 531; y la cepa PM 4 y PM S, 

Con respecto a las lesiones presentadas en el cuadro 7 después -

de 15 días de 1ncubac16n, pudimos observar que no hubo diferen­

cias estadisticamente significativas entre ellas, sin embar¡o,­

el titulo de anticuerpos presentes en cada una de las cepas, ai 

mostró diferencia• eatadisticarnente significativas entre la C! 

pa PM5 y la cepa PM 4; entre la cepa AHM 1 y la cepa PM 4; en-­

tre la cepa HM 531 y las copas PM 4, PM 5 y AHM 1. 

El análisis estadístico del número de lesiones después de 8 

dias de incubación en ol intestino de los animales se preaent6 

en el cuadro B, la cual mostró diferencias eatadiaticamente sig­

nificativas entre la cepa PM 4 y la AHM 1: con la cepa AHM y 

la HM 531; asi como la cepa HM 531 con la HM 1. Por lo que res­

pecta a los titules de anticuerpos, la cepa HM 531 presentó di 

ferencias estadísticamente significativas con las cepas PM 4 y 

la AHM l,asi como la AHM 1 y la HM 1 con la cepa PM 4. 
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La cinética de formación de onticuerpos y número de lesiones en 

los tres períodos de incubación presentado en el cuadro 9 mo!.>t?·Ó 

que para la cepa PM 4 el número de lesiones determinado de ncue~ 

do al índice de Neal, se vieron incrementados, sin embargo ol -

llevar a cabo el tratamiento estadístico, éste no mostró di~c­

rencias estadísticamente significativos, aunque al llevar a C! 

bo este mismo tratamiento con los títulos de hemaglutinación, -

estos sefialaron que había diferencias estadísticamente signifi­

cativas entre los periodos de incubación de 8 y 15 diaa. En r! 

laci6n 1 a la cepa PM 5 loe resultados mostraron en el tratam:~n­

to estadístico estar de acuerdo con el Indice de Neal, detet·Ji­

nado mediante la fórmula establecida por él, ya que no hubo d! 

ferencias estadisticamente significativas entre el número de l! 

eiones y el período de incubación aai como lo relacionado con 

el titulo de anticuerpos. 

Por lo que respecta a la cepa AHM l el número de lesiones prod~ 

cides en los animales tratados estadisticamcntc, asi como el t! 

tulo de hemaglutinac16n, mostr6 resultados semejantes a los ob­

tenidos por el Indice de Neal donde no se presentaron diferen-­

cias en los tres periodos de incubación. 

En cuanto a los resultados obtenidos con la cepa HM 531, el nú­

mero de lesiones no mostró diferencias estadísticamente signifi 

estivas, no así lo relacionado con el titulo de hemaglutinaci6n 

a los B días con respecto a los 15 dios y obviamente con respe~ 
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to a 101 30 d1a1, aunque ya sabemos que aquí loa animales res-­

penden muy lentamente. El tratamiento estadístico presentado -

de acuerdo al número de lesiones producidas por la cepa HM 1, -

Mostró diferencias estadisticamcnte significativas entre los 15 

días y loe 30 días de incubación, lo cual estuvo de acuerdo con 

el indice de Neal determinado, sin embargo los títulos de hema­

glutinaci6n no fueron estadísticamente significativos. 



CAPITULO VIII 

CONCLUSIONES, 

G2 

1.- Se estudió la sobrevida de los animales inoculados en las el~ 

co diferentes cepas estudiadas. Con respecto a !.:__Qh!!!2~!-= 

cepa PM4, esta presento una sobrevida del 50% de1puéa de 30 -

días de incubación, ~.:.!!.!!!!!!:Z:.!:!E.! copa AHMl y ~.:.!!.!!!!!!:?:!.!..!:.!_ 

cepa HM 531 mostraron una sobrcvida del 60%¡ y las cepas !.:, 

~h!!!~~! PMS y !~_h!!!2!l!!~! HMl, tuvieron una aobrevidn m! 

yor ~ue fluctuó entre el 100% y el BOi respectivamente. 

2.- En relación a la sobrevida de los animales inoculados con un­

período de incubación de 15 días, !~~h!!!2~! cepa PM4 y ~~- -

!!!!!2!l!!~! cepas AHMl y HM 531, manifestaron valores scr.icja.!2 

tes, entre el 71.42% y 85.71%; y~.:.-.!:.!!.!!!!!!! cepa PM5 y~"'-­

!!.!!!!!!:Z:!!E.! cepa HMl presentaron el 1001 de aobrevida. 

3.- El porciento de animales que sobrevivieron a la inoculación 

durante B días, !~-~h!!~~~! cepa PM4 y !~-~!!!2!l!!~! cepas -

AHMl, HM 531 y HMl, fluctuáron entre 71.421 y 85$ y~.:.-.!:.!!.!!!!!­

~!_cepa PM5 presentó el 100% de aobrevida, 

4.- Con respecto a las lesiones observadas despu~s de 30 días de 

incubación !~h!~!~!~!!~! cepa HMl fué la que presentó un po~ 

centaje mayor de ellas, incrementándose a medida que aumentó 
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el tiempo de incubación, lo cual rué semejante en !~=~!!!~~! ce­

pa PM4. !~~h!!!~~! cepa PM5 y !~-h!!!~!l!!~! cepasAHMl y HM 531 

no mostraron diferencias en el número de lesiones después de los 

diferente• tiempos de incubación. 

5.-Con respecto a loe títulos de hemaglutinación en los tres perío­

dos de incubación, !~~~!!!~~! cepa PM4 presentó títulos constan­

tes a diferencia de !~-~~!!!2!!! cepa PMS, que presentó títulos -

de anticuerpos mayores, pero sin modificarse en forma importante 

~~~!!~2!l~!:~ cepa AHMl incrementó títulos de anticuerpos dife-­

rentes aumentándose de acuerdo al período de incubación. Un co~ 

portamiento semejante lo tuvo §~h!!.!2!l~!~!_cepa HMl. !~_h!!!2!l 

!!~!_cepa HM 531 aumentó su título de anticuerpos después de e y 

15 días de incubación, sin embargo después de 30 días, éstos no 

se vieron incrementados, probablemente la falta de respuesta de 

los animales se debi6 a una tolerancia del antígeno. 

6.- Al estudiar el número de lesiones presentadas en los animales 

inoculados desde el punto de vista estadístico se observó que de! 

puée de 30 d!ae de incubación, §~Eh!~~2n! cepa PM4 Y §~h!!!2ll!!­

S! cepa HM 531 tuvieron diferencias estadísticamente significati­

vas Con respecto a !~_h!!!~!l!!~! cepa HMl¡ y a su vez los títu-­

los de anticuerpos obtenidos con !~h!!!E!l!!~! cepa HM 531 prese~ 

t6 diferencias estadísticamente significativas con !~h!!!E!l!!~!= 

cepas AHMl y HM 531; y §~_h!!!~ll!!E!_cepa AHMl también lo hizo -

con respecto a !~Sh!~!En! cepa PM5. 

7.-El número de lesiones presentadas en los animales inoculados 

con las cinco cepas en estudio después de 15 diaa de incubación 
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revelaron desde el punto de vista estadístico que no hubo dif! 

rencias con ninguna de las cepas, no así el título de anti.:ue! 

pos, ya que nuevamente §~_h!!!~!l!!~! cepa HM 531 presentó d! 

ferencias estadísticamente significativas con !~:h!!!2.!!! cepas 

PM4 y PM5 y !~_h!!!2!l!!~! cepa AHMl, !~_h!!!2!l!!~ cepa AHMl 

solamente lo hizo con respecto a ~-~h!!!E~! cepas PM4 y PMS. 

8.- El tratamiento estadístico del número de lesiones presentadas -

en los animales inoculados con las cinco cepas de1pués de B díao 

de incubación mostró diferencias estadieticamente si¡nificati­

vas con !~h!!!~!l!!:! cepa AHMl y !~:h!!!E~! cepa PM4 y con la 

cepa !~h!!!2!l!!~! HM 531 y !~h!!!2!~!!~! cepa HMl¡ y en rol! 

c16n al título de anticuerpos durante este período de incuba­

ción, !~h!!!2!l!!~! cepa HM 531 presentó diferenciaa estadís­

ticamente significativas con !~~h!!!~~! cepa PM4 y !~h!!!~!l­

!!~!- AHMl¡ Así mismo !~h!!!2!l!!2! cepa HMl Y ~~h!!!2~! C! 

pa PM4, 

9.- Este estudio desde el punto de vista histopatol6¡ico hizo ver 

que las alteraciones presentadas en el hígado y en el intesti­

no de los animales inoculados, la lesión más frecuente fu6 la 

inflamación granulomatosa en hígado y las alteracionoa en las -

microvellosidades del intestino con aplanamiento y de¡enera -­

ci6n de ellas. 



10.- La micro•copia electr6nica del intestino de laa ratas inocul! 

das, mo1tr6 un detalle m6e fino de alteraciones en las micro­

vellosidades, adem61 de una ¡ran proliferaci6n de leucocito• y 

célula• plasmiticaa, lo cual nos habla de una inflamación agu­

da. 
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