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~S~. 

Con el prop6cito de aislar amibas de vida libre de los géneros 

Naeg1eria-Acanthamoeba asociados a patologías en humanos, se rea1i­

z6 un muestreo en siete centros hospitalarios del 1.S.S.S.T.E. e --

1.M.S.S., en pacientes con meningoencefa1itis de etiología a deter­

minar, pacientes con rinitis cr6nica y pacientes con infecciones -­

secundarias a quemaduras, durante un período comprendido entre ene­

ro y octubre de 1986. Se obtubieron 182 muestras de líquido cefa -

10rraquídeo, 529 muestras de exudados nasales y 60 secreciones sero 

-purulentas producidas en pacientes con quemaduras, aislándose en 9 

muestras de exudados nasales y en 5 muestras de secreciones seropu­

rulentas, un total de 14 cepas de amibas de vida libre pertenecien­

tes al género Acanthamoeba. 12 cepas manifestaron patogenicidad en 

rat6n cuando se inocularon por vía intracerebra1 e intranasa1. La -

identificaci6n a nivel de especie se 10gr6 tomando en cuenta los -­

criterios morfo16gico, pruebas de patogenicidad y pruebas bioquími­

cas estableciendo que las cepas correspondieron a las especies: ~. 

1ugdunensis (2 cepas), ~. mauritaniensis (4 cepas), ~. rhysodes (1 

cepa),~. pa1estinensis (2 cepas),~. divionensis (1 cepa), y~. 

po1yphaga (4 cepas) . 
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INTRODUCCION. 

Los protozoarios constituyen un grupo heterogéneo de organis -

mos microsc6picos unicelulares, eucari6ticos de origen polifilético 

y evoluci6n divergente, por lo que constituyen una extensa variedad 

de seres vivos, totalmente distintos entre sí (es por ello que han-
," 

logrado aprovechar una gran variedad de ambientes, principalmente -

lugares donde hay humedad o una película de agua presente). Estos-

organismos varían en tamaño de 1 um a 50 mm o más, midiendo la ma--

yoría entre 5 y 250 um. En general, los protozoarios presentan un­

núcleó, pero algunos son mu1tinucleados y los Ciliophora (phylum)--

son heterocari6ticos, lo que significa que poseen dos tipos de nú -

cleos, presentan reproducción sexual y/o asexual dependiendo del --

grupo y algunos protozoarios forman colonias. En la actualidad exis 

ten cerca de 65 000 especies de protozoarios descritas, de las cua-

les más de la mitad son f6siles y 10 000 son parásitas. Según el --

sistema de clasificación de 5 reinos, propuesta para los seres vi -

vos por Whittaker en 1969, los protozoarios son un subreino del - -

Reino Protista (Levine et al. ,1980). 

\~ Las amibas de vida libre como agentes causantes de patologías­

humanas han adquirido importancia desde 1965, cuando Fowler y Car -

ter (1965) reportaron el primer caso de meningoencefalitis amibiana 

primaria (MEAP) causada por Naegleria fowleri. En este sentido 

1 
I¡ 
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también fue importante la descripci6n del caso de encefalitis ami -

biana granulomatosa (EAG) en el hombre produciqa por AcanthaIooeba -

sp., hecha por Kenny (1971). 

El género Naegleria pertenece a la familia Vahlkampfiidae del 

orden Schizopyrenida que se caracteriza porque el trofozoíto forma 

un 10bopseud6podo eruptivo grueso, cilíndrico y hialino de rápida-

10comoci6n (más de dos veces la longitud de su cuerpo por minuto), -

fase activa en la que se reproduce y alimenta. Estas amibas son -

típicamente uninucleadas, el núcleo tiene un nucléolo de ribonu --

c1eoproteína y el DNA distribuido en la periferia. Naeg1eria roan -

tiene su nucléolo durante la divisi6n y la membrana nuclear perma-

nece intacta durante la mayor parte del proceso promit6tico, posee 

quistes redondeados, siempre con poros, que le permite una rápida-

diseminación natural, cuando. las características ambientales no le 

son favorables (Fu1ton, 1983). El estadío temporal flagelar con -

dos a cuatro flagelos (Rivera et al., 1978) es común, cuando los -

nutrimentos del medio disminuyen. El trofozoíto tiene un tamaño de 

lS a 2S uro y el quiste un diámetro de 7 a lS uro. 

Naegleria fowleri es la especie más pat6gena del género (Car­

ter, 1970). Ha sido aislada de agua de estanque (Nelson, 1972), -

agua de grifo (Cain, 1979), de piscinas cubiertas, con temperatura 
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a más de 25° C (Cain, 1979), de lagos (Chang, 1975; ShlUllaker, ---

1971) de los efluentes de fábrica (De Jonckheere, 1978) y de suelo 

(Anderson, 1972: Chang, 1975). Puede decirse que ~. fowleri es - -

cosmopolita en cuanto a su distribici6n en el ambiente. Sin embar 

go,. la mayoría de los aislamientos se han hecho de hábitats manej~ 

dos o alterados de alguna manera por el hombre. 

~ La meningoencefalitis amibiana primaria ~) es la enferme-

dad producida por ~. fowleri en los humanos (Butt, 1966; Carter, -

1972). Es una enfermedad de comienzo brusco y curso fulminante -­

(Duma, 1969). Ocurre preferentemente en niños sanos y adultos jó­

venes con antecedentes de natación en piscinas u otras masas de -­

agua dulce como ríos y lagos. La infección es producida por inha­

lación de agua que contenga las amibas o los flagelados, así como­

también se ha propuesto llegar a la infección por inhalación de -­

quistes, durante las tolvaneras (Dos Santos, 1970; Lawande, 1979). 

La MEAP se caracteriza por la aparición brusca de cefalea, -­

fiebre , náuceas, vómitos (generalmente en proyectil) signos de - -

irritación meningea y encefalitis. Ocacionalmente también hay fa­

ringitis y signos de catarro nasal. Generelmente hay un progreso 

rápido al coma y convulsiones (Martínez, 1986). 
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La vía de entrada es el neuroepitelio olfatorio. Las lesiones 

son características, destrucci6n de la mucosa olfatoria y los bul -

bos olfatorios, necrosis hemorrágica de la sustancia gris y blanca 

en un infiltrado inflamatorio consistente en leucocitos polimorfo -

nucleares, eosin6filos y algunos rnacr6fagos, encontrando se además -

s6lo trofozoítos en las lesiones. No hay constancia de afectaci6n 

de la médula espinal ni de manifestaci6n clínica producida por ella 

(paralisis flácida, hiporreflexia tendinosa, paresia intestinal o -

urinaria. 

Los estudios sero16gicos no son útilis en el diagn6stico de 

infecciones amibianas a pesar de poder detectar anticuerpos. Lo 

que nos hace sospechar una MEAP es la edad del paciente, época del­

año, temperatura ambiental y contacto reciente con el agua. El - -

diagn6stico difinitivo se establece mediante el aislamiento y cul -

tivo de amibas vivas obtenidas de líquido cefalorraquídeo o median­

te biopsia del cerebro y encontrando los trofozoítos (Martínez,1986). 

El género Acanthamoeba pertenece a la familia Acanthamebidae -

del orden Amoebida con amibas típicamente uninucleadas en las que -

no se presenta verdadero flujo bidireccional del citoplasma ni se -

conoce estado flagelar (Page, 1976). Las amibas del género Acantha 

moeba emiten varias proyecciones citoplásmaticas finas y flexibles -
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llamadas acant6podos que le sirven para adherirse al sustrato y de~ 

plazamiento (Page, 1976). El contorno del trofozoíto es oval, elo~ 

-gado o irregular, se han reportado centrosferas extranucleares, --

divisi6n por mitosis típica. Los quistes o forma de resistencia a-

condiciones adversas del medio (Page, 1976) poseen doble pared po -

1iédrica o marcadamente biconvexa, con pared de celulosa, un endo--

quiste más o menos poligonal o estrellado y exoquiste ondulado. Lo 

que le ha permitido sobrevivir varios años a severas sequías (King~ 

-ton, 1969). Presentan exquistamiento por remoci6n del 6perculo al 

punto de contacto entre endoquiste y ectoquiste. El trofozoíto tie-
, 

ne un tamaño de 15 a 40 um y el diámetro del quiste es de 8 a 20 um 

(Page, 1976). 

Las amibas del género Acanthamoeba han podido ser aisladas de 

la atm6sfera (Rivera et al., 1987), las piscinas (Rivera et al., --

1978) , los alimentos e individuos sanos (Rivera et al. 1984,1986). 

Varios reportes publicados hasta la fecha señalan que algunas cepas 

pat6genas de los géneros Naegleria-Acanthamoeba pueden estar prese~ 

-tes como "fauna normal" en las regiones bucal y faríngea de porta-

dores sanos (Abraham y Lawande, 1986; Martínez, 1977; Rivera et al., 

1986) . Además de los exudados nasales examinados por Chang et al.­

(1975), evidenciaron que estas amibas se aislan más frecuentemente-

de pacientes con rinitis repetitiva, asociadas a epistaxis y cefalea 
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o tma mucosa nasal anonnal. Actualmente se sabe, sin duda algtma, 

que las acanthamoebas pat6genas son el agente causal de las siguie~ 

-tes patologías en los humanos: encefalitis amibiana granulomatosa, 

queratitis, dennatitis y ulceraciones de la piel QMartínez, 1986). 

-f- La encefalitis amibiana granulomatosa (EAG) es la enfermedad -

producida por Acanthamoeba~. Esta enfermedad es rná.s incidio­

sa que la producida por Naegleria fowleri y con tm curso clínico -­

parecido al que producen las lesiones ocupantes de espacio (tumores 

y abscesos). Precozmente aparecen signos neuro16gicos focales, - -

hemiparesia y convulsiones dependiendo de la zona del cerebro afec­

tada. La alteraci6n de la conciencia es un síntoma bastante promi­

nente de la EAG. La fiebre es esporádica y generalmente no alcanza 

grandes temperaturas. En tm 40% de los casos aparece rigidez de -­

nuca, aparece precozmente náucea, v6mitos y letargia, así como tam­

bi6n puede presentar parálisis de nervios craneales (Cain, 1981; -­

Carter, 1981). 

Otras manifestaciones clínicas son alteraciones de la concien-

cia, diplopia, paresias, letargia, ataxia cerebelosa y coma. Los­

signos de focalidad neuro16gica suelen ser muy prominentes y apare­

cen muy precozmente (Martínez, 1982). La causa de la muerte suele 

ser bronconeumonía, e insuficiencia hepática o renal, asocidas con 

septicema. 
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La vía de entrada puede ser el tracto respiratorio por inha1a­

ci6n del aire, aerosoles y polvos contaminados con quistes o trofo­

zoítos (Lawande. 1980), por la inha1aci6n de agua conteniendo las -­

amibas o quistes, y ulceraciones de la piel u otras heridas, siendo 

la hemat6gena la más directa a la infecci6n. 

El período de incubaci6n es desconocido (Martínez, 1983). Se­

necesitan varias semanas o meses para que se establezca la enferme­

dad. Los signos de meningitis y encefalitis son bastante vagos. El 

curso clínico es largo. Los síntomas clínicos de la EAG son ambi-­

guos y generalmente se presentan lentamente. Todos los síntomas se 

presentan en pacientes con enfermedades cr6nicas sin contacto con el 

agua. Los síntomas son parecidos a los de la 1eptomeningitls bacte­

riana, meningitis tuberculosa, encefalitis viral, absceso cerebral o 

masa ocupante de espacio. Algunos pacientes con EAG presentan n6du­

los cutáneos unos días antes de la aparici6n de la sintomato10gía -­

neuro16gica. Las biopsias de dichos n6dulos muestran una dermatitis 

cr6nica y granulomatosa con trofozoítos y quistes. La biopsia cere­

bral puede ser útil para establecer el diagn6stico y excluir otras -

lesiones tratables como la meningoencefa1itis por Herpes simp1ex. 

El aislamiento e identificaci6n de los trofozoítos de Acanthamo 

-eba y sus quistes del líquido cefalorraquídeo es un método útil en 
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el diagn6stico ~rtínez, 1983). 

~ \L En México se han aislado, amibas de vida libre de los géneros -

Naegleria-Acantharnoeba en arroyos (Rivera et al., 1978), en lagunas 

de estabilizaci6n (Rivera et al., 1986), en pacientes asintomáticos 

que han asistido a consulta odonto16gica (Rivera et al., 1984), de 

aguas negras (Rico-Ferrat y L6pez-Ochoterena, 1976), en tinacos de -

asbesto y lámina de casa-habitaci6n (Tomasini y L6pez-Ochoterena, 

1980) y más recientemente Rivera y Col. (1985 y1986), han aislado 

ambos géneros en centros recreativos y balnearios de agua termal en 

los Estados de Hidalgo, Michoacán y San Luis Potosí. 

En México existen tres casos bién comprobados de MEAP, el pri-­

mero de ellos se present6 en un joven de 16 años de edad en Mexicali 

Baja California (Valenzuela et al., 1984) en agosto de 1978; el se-­

gundo ocurri6 en Monterrey, Nuevo Le6n, en una niña de año y medio -

de edad (Rodríguez, 1984) y el tercero en un adolescente de Huetamo 

Michoacán, de 13 años de edad (L6pez Corella et aJ . . , 1986). Así - -

como la detecci6n de una amiba de vida libre Naegleria lovaniensis, 

en un niño de dos meses de edad con meningocele e hidrocefalia (- -

Rivera et al., 1985). 

Por otra parte, las amibas de vida libre se han encontrado tam­

bién asocidas a otitis, pneumonitis, bronquitis y rinitis (Martínez, 



-1986) Y a lesiones de piel producidas por quemadura e infecciones 

secundarias como se demuestra en este trabajo. 

El papel que las amibas de vida libre pat6genas pueden desem-­

peñar en la patogenia de las rinitis aguda y cr6nica, así como en -­

lesiones infectadas de la piel después de una quemadura, no está co~ 

-pletamente dilicidado. Por ello, se decidi6 realizar el presente -

trabajo de tesis con el fin de aislar mediante cultivo, e identifi-­

car hasta nivel de especie, las amibas pat6genas en pacientes con -­

meningoencefalitis de etiología a determinar a partir de líquido ce­

falorraquídeo y en pacientes que asistieron al servicio de otorrino­

laringología y urgencias de siete hospitales de la Cd. de México que 

pertenecen al 1.S.S.S.T.E. y al 1.M.S.S. 
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OBJETIVO GENERAL. 

1. Detecci6n de casos actuales de infecciones producidas por ami -

bas de los géneros Naeg1eria y Acanthamoeba en pacientes con ~ 

ningoencefa1itis de etiología a determinar, pacientes con rini­

tis cr6nica y pacientes con infecciones secundarias a quemadu -

ras. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

1.1. Aislamiento de amibas de vida libre de los géneros Naeg1eria -

Acanthamoeba a partir de muestras de líquido cefalorraquídeo -

exudados nasales y secreciones seropuru1entas de pacientes con 

quemaduras infectadas. 

1.2. Relacionar los signos y síntomas de cada paciente con la pre -

sencia de las amibas de vida libre en el líquido cefalorraquí­

deo, en los exudados nasales, y en las secreciones seropurule~ 

tas de pacientes con quemaduras infectadas. 

1. 3. Determinaci6n de la patogenicidad de las amibas de vida libre­

aisladas . 
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ME1DOOLOGIA. 

La obtenci6n de las muestras de líquido cefalorraquídeo y exu­

dados nasales de pacientes con signos y síntomas de meningoencefali 

-tis y rinitis cr6nica respectivamente, así como de pacientes con -

infecciones secundarias a quemaduras, fueron tomadas en un período­

de diez meses, de los siguientes centros hospitalarios del I.S.S.S. 

T.E. e I.M.S.S.: 

Hospital General "Adolfo L6pez Mateos" 

Hospital General "Dario Fernández" 

Hospital General "Fernando Quiroz" 

Hospital General "Ignacio Zaragoza" 

Hospital General "Primero de Octubre" 

Hospital General "20 de Noviembre" 

Centro Médico "La Raza". 

Los anteriores centros hospitalarios fueron elegidos debido a­

que cuentan con el equipo y personal calificado, para la toma del -

líquido cefalorraquídeo y corresponder a centros de concentrac6n de 

zona. 
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1.- TECNlCA DE OBTENCION DE LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO. 

Las muestras de líquido cefalorraquídeo de pacientes con signos 

y síntomas de meningoencefalitis fueron tomadas por el personal mé­

dico de cada uno de los hospitales en los laboratorios centrales y/o 

de urgencias del I.S.S.S.T.E., así como del pabel16n de infectología 

del centro médico "La Raza" del LM. S. S. 

Se virti6 aproximadamente 0.5 mI de líquido cefalorraquídeo en 

caja de Petri conteniendo medio N.N.E. Cagar no nutritivo, sembrado 

con Escherichia coli). La caja sembrada con el líquido cefalorra-­

quídeo fue sellada con cinta adhesiva y etiquetada con los datos del 

paciente, diagn6stico médico y procedencia hospitalaria, posterior­

mente fue trasladada al laboratorio de Protozoología del proyecto -

CyMA, donde se realiz6 el estudio de las muestras. 

2.- TECNlCA DE OBTENCION DE SECRECIONES DE PACIENTES CON QUEMADURAS 

Las muestras de secreciones seropurulentas de pacientes con -­

quemaduras infectadas, fue tomada en el servicio de urgencias y pa­

bel16n de pediatría del hospital general Ignacio Zaragoza. 

Se sembr6 aproximadamente 0.5 ml de secreci6n purulenta en - -
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- caja de Petri conteniendo medio N.N.E., selladas y etiquetadas -­

con los datos del paciente, inmediatamente fue trasladada al labora 

- torio de Protozoo10gía del proyecto CyMA, donde fue realizado el -

estudio amebo16gico. 

3.- TECNlCA DE OBTENCION DE EXUDADOS NASALES. 

Las muestras de exudados nasales de pacientes con signos y sín 

-tomas de rinitis crponica fue tomada del servicio de otorrino1arin 

-gología de los centros hospitalarios. 

Se tom6 con un hisopo esterilizado, y fue introducido en la -­

fosa nasal a nivel medio de la cavidad, dando un giro dentro trat~ 

-do de raspar la mucosa, se deposit6 el producto dentro del tubo -­

conteniendo medio Bold esterilizado, que se utiliz6 como medio de­

transporte, etiquetado con los datos del paciente y procedencia -­

hoapita1aria. 

Se traslad6 la muestra al laboratorio del proyecto CyMA, donde 

fue sembrada en condiciones de esterilidad, se retir6 el hisopo, se 

resuspendi6 el producto del exudado y se centrifug6 a 2 500 rpm. 

durante 10 minutos. Se retir6 el sobrenadante hasta que qued6 0.5 

ml aprox. de muestra, la cual fue sembrada en medio N.N.E. tratando 
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de extender la muestra sobre la superficie. La caja fue sellada -

para evitar la desecaci6n del medio y se procedi6 al estudio amebo-

16gico. 

4.- AISLAMIENTO DE LAS AMIBAS DE VIDA LIBRE. 

Las muestras de líquido cefalorraquídeo, secreciones purulen-

tas de pacientes con quemaduras y exudados nasales, procedentes de 

los centros hospitalarios, fueron registradas en la carpeta de con-

trol transfiriendo los datos del paciente: Nombre, sexo, edad, re-

gistro del I.S.S.S.T.E. o I.M.S.S., procedencia y diagn6stico en -

caso de existir, así como fecha de muestreo, siembra e incubaci6n, 

esta última previa observaci6n al microscopio invertido. 

Las observaciones de las muestras al microscopio, fueron rea--

lizadas cada 24 horas; por período de 5 días o más, anotando todo -
o 

resultado en la carpeta de control. La incubaci6n se efectu6 a 37 e 

envueltas las cajas en una bolsa de polieti1eno en forma invertida 

para evitar la desecaci6n del medio. 

Cuando en alguna zona del medio, se observ6 la presencia de --

las amibas, se cort6 un trozo de agar de aproximadamente 0.5 x 1.5 

cm conteniendo las colonias amibianas y la superficie del agar. 
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El proceso de resiembra o transferencia se repiti6 hasta obt~ 

-ner un aislamiento puro de la cepa amibiana y así se pudo conti-­

nuar con la axenizaci6n en medio SCGYEM modificado. 

S. - AXENIZACION DE LAS CEPAS AMIBIANAS. 

El proceso de axenizaci6n se efectu6 de cultivo monoxénico de 

las cepas amibianas puras, se cort6 un trozo de 0.Sx1.S cm del me­

dio N.N.E., se introdujo al tubo conteniendo el medio SCGYEM modi-
o 

ficado y fue incubado a 30 C en forma inclinada en gradilla méta1i 

-ca horizontal. Se hizo observaciones cada 24 horas hasta compro­

bar el crecimiento. Se repiti6 la axenizaci6n de las cepas en que 

hubo contaminaci6n, hasta que se obtubo la axenizaci6n. Posterior­

mente se sembr6 cada semana las cepas para su preservaci6n. 

6.- IDENTIFICACION MORFOLOGICA DE LAS CEPAS AMIBIANAS AISLADAS. 

Una vez lograda la axenizaci6n se precedi6 a la identificaci6n 

morfo16gica de las cepas, para lo cual se bas6 en los siguientes -­

criterios taxon6micos de los géneros Naeg1eria-Acanthamoeba, conci­

derados por Page (1966,1976): Tipo de 10comoci6n o desplazamiento 

transformaci6n ameboflagelar (criterio único para Naeg1eria), di-­

menciones del trofozoíto, morfología quistica basada en los crite--
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-rios propuestos por Pussard (1977) para los géneros Naegleria - -­

Acanthamoeba. Las caracterizaciones microsc6picas se hicieron uti-

lizando preparaciones en fresco y tinciones [se us6 la técnica de -

Hematoxilina-Gomori propuesta por Cerva (1986)], a partir de culti-

vos axénicos, auxiliándose con el microscopio de contraste de fases. 

Para obtener las dimenciones promedio del trofozoíto y quiste se -­

midi6 50 microorganismos de cada cepa amibiana aislada . 

La adaptaci6n de las amibas aisladas a los diferentes medios -

de cultivo usados también se observ6 y el resultado ayud6 para iden 

-tificar la cepa a nivel de género (De Joncheere, 1984). 

Las pruebas de transformaci6n amebof1age1ar, se hizo de la -­

siguiente manera, se tom6 una gota de cultivo axénico de las amibas 

y se verti6 en un tubo conteniendo 1 mI de agua destilada esterili-

zada y se observ6 en el microscopio invertido a intervalos de 20 -­

minutos hasta completar tres horas. Las amibas del género Naeg1e-­

ria se transforman en flagelados en contacto con el agua destilada, 
o 

después de 30 minutos a dos horas de haberse incubado a 37 C. La-

prueba se repiti6 hasta confirmar resultados satisfactorios. 

La prueba de la temperatura se realiz6 , conciderándo1a como - ­

una técnica de selecci6n, sensible a ciertas cepas amibianas. Para 
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su desarrollo se ocup6 las cepas amibianas de mejor crecimiento, se 

sembr6 en medio N.N.E. por duplicado. incubando cada caja de Petri­

a las siguientes temparaturas 42 y 45°C, por un período de 24 horas 

cuidando la temperatura de incubaci6n, se observ6 al microscopio -­

invertido para ver si hubo o no crecimiento. En los casos que se -­

manifest6, se prolong6 hasta 96 horas y/o en su defecto se repiti6 -

la prueba hasta que fue confirmado que no hubo crecimiento. 

7. - PRUEBA DE PATOGENICIDAL EN RATDNES. 

Se prepararon cultivos de cada una de las cepas amibianas cua­

tro días antes de la fecha de incubaci6n. asegurando así su creci- -

miento 6ptimo. Se seleccionaron grupos de ratones de dos semanas de 

vida, los cualaes fueron separados en jaulas. Grupo de 5 ratones 

por cepa y tipo Je inoculaci611. El in6culo fue preparado, según - -

descripci6n en el apéndice. 

Se translad6 el material al bioterio, donde se efectu6 la ino­

culaci6n. La asepsia y manejo correcto del material de estudio fue 

fundamental, por lo que se trabaj6 tomando todas las medidas necesa 

-rias como: Uso de bata, gafas, guantes y soluci6n de fenal al 3% -

para limpiar el área de trabajo y cualquier derrame de in6culo. 
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Se etiquetaron las jaulas con los datos e indicaciones genera-

les siguientes: Prueba de patogenicidad (PPA), clave de la cepa, -

vía de inoculación intranasa1 o intracerebral, fecha de inoculación 

número de ratón y jaula. I 

Inocu1aci6n intracerebra1: Se prepar6 la jaula con in6cu10 --
I 

amibiano, los ratones se adormecieron ligeramente en cámara con éter 

etílico, se efectu6 la punci6n a nivel de la línea sagital y hueso 

parietal, administrando 0.02 ml de concentrado amibiano, y fue in­

mediatamente marcado en la cola, según clave de jaula, para poder­

ser identificado en caso de fuga. La inocu1aci6n se efectu6 a gru­

pos de S ratones por jaula y cepa. Al concluir la inocu1aci6n se­

dio de beber agua y se co1oc6 la jaula en los estantes del área de 

roedores. 

Inoculaci6n intranasa1: Se adormeci6 ligeramente al rat6n, se 

tom6 de las orejas para proceder a la inoculaci6n (se elimin6 la 

aguja), colocando dos gotas directamente a los orificios nasales 

para ser absorbidas durante la respiraci6n del rat6n. Los ratones 

se marcaron, procediendo agualmente al desarrollo en la inoculaci6n 

intracerebral. 

Los ratones se revisaron diariamente, anotando los datos en ~j 
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las hojas de registro, durante el seguimiento (21 días). De los -­

animales muertos en ese período, se sembraron porciones del cerebro 

en N.N.E. de los ratones procedentes de la inocu1aci6n intracere-­

bra1. De los ratones de insti1aci6n intranasa1 fueron sembrados -­

porciones de cerebro, pu1m6n, hígado y riñ6n en medio N.N.E., ano­

tando en cada caja la clave de la cepa, fecha de inocu1aci6n, número 

del rat6n muerto y fecha de cultivo o siembra. Los ratones sobre-­

vivientes fueron sacrificados al término del seguimiento, sembrán--

dose respectivamente los 6rganos, dependiendiendo de la vía de ino­

culaci6n. Todos los cultivos de los 6rganos fueron incubados a 37°C 

y observados diariamente en el microscopio invertido, se hizo aisla­

miento y purificaci6n de las amibas recuperadas de los 6rganos de 

los ratones muertos y/o sacrificados. Finalmente las cepas recuper~ 

-das después de la inocu1aci6n IC e IN, fueron sembradas cada sema­

na p~ra su identificaci6n posterior. 

8. - ME1DOO DE IDENTIFICACION DE LAS AMIBAS DE VIDA LIBRE 

AISLADAS, POR MEDIO DE ISOELECTROENFOQUE EN AGAROSA (EFI). 

Se rea1iz6 con las cepas recuperadas de las pruebas de patoge­

nicidad, para ser identificada~ y clasificadas hasta nivel taxon6-

mico de especie, mediante la obtención de extractos de las ~ibas y 

su corrimiento sobre el gel de agarosa (EFI) en un gradiente de pH. 
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Para esta prueba fueron sembrados tres tubos con cultivo de cada 

cepa en medio axénico e incubados a 30°C, por tres a cuatro días, -

una vez comprobado el crecimiento amibiano, se centrifug6 a 2 500 -

rpm por 10 minutos, se retir6 el sobrenadante y se resuspendi6 el 

sedimento de cada tubo en uno solo. El concentrado de los tres tu 

bos, fue centrifugado y enjuagado en tres ocaciones para la prueba 

de proteínas totales y un solo lavado para la prueba de isoenzimas. 

Se agregaron 30 ul de trit6n 100X al 0.25% al concentrado amibiano 

y se conge16 en estas condiciones hasta su uti1izaci6n. La prepa­

raci6n del gel de agarosa fue realizado según descripci6n en la --

secci6n de medios de cultivo en el apéndice. 

Una vez que fueron preparados los extractos amibianos de las 

cepas de referencia y por identificar (ver secci6n de material bi~ 

l6gico en el apéndice), se procedi6 al corrimiento en el aparato. 

Se aplicarop 20 ul de extracto sobre un trozo de papel filtro 

(aplicador de muestra) por cada cepa y fueron colocadas una a una 

sobre el gel en la regi6n del ánodo (un cm retirado de la orilla)­

de la placa de corrimiento (ECPS-3000/l50 electrophoresis constant 

power supply). 

Concideraciones del corrimiento: Se conect6 la fuente de po@r 
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ajustada a un voltaje 1 500 voltios/hora y una corriente de 150 

miliarnperios y un poder de 15 vatios, además la fuente de poder se 

conect6 a un integrador de voltaje (vo1hour integrator Vh. 1, aj~ 

tado a 1 700 vOltios/hora). 

Se dej6 correr la enzima durante 45 minutos, al término de los 

cuales se retiraron los ap1icadores de muestra del gel y nuevamente 

fue expuesto al corrimiento, el gel se reve16 con los sustratos - -

adecuados para la enzima específica. 

Revelado de la enzima: En caso de enzima, el gel se coloc6 -

directamente sobre el revelador enzimático y se incub6 a 37°C, según 

las especificaciones y seguimientos de la enzima. El secado del 

gel se efectu6 después que la enzima se hubo revelado· 

Proteínas totales: Se hizo el corrimiento descrito anterior­

mente variando únicamente en el revelado. El gel de agarosa con el 

corrimiento de las muestras para proteínas totales, se sumergi6 en 

una soluci6n fijadora durante 20 minutos, después de lo cual se 

lav6 en dos ocaciones con soluci6n desteñidora por 15 minutos cada 

una. Se procedi6 a secar co10cándólo sobre la placa de nivelaci6n 

para secado (papel absorvente, placa de vidrio y peso de 1 kg) por 

15 minutos y posteriormente secado por aereci6n. Ya seco, se sumer 
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gío en colorante durante 8 minutos y nuevamente otros 17 minutos -­

sobre soluci6n decolorante ,hasta eliminaci6n del exceso de color. y 

finalmente fue secado por aereaci6n para su interpretaci6n. 
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RESULTADOS. 

Se obtuvieron 182 muestras de lquido cefalorraquídeo (LCR),--

529 muestras de exudados nasales (EN) y 60 secreciones seropurule~ 

tas producidas en pacientes con quemaduras (SSQ). Durante el pe -

ríodo comprendido entre el mes de enero de 1986 al mes de octubre­

del mismo año, provenientes de los siete centros hospitalarios ele 

gidos (tabla no. 1). 

Del estudio protozoo16gico se encontró: 9 muestras positivas­

para trofozoítos de amibas de vida libre en exudados nasales y 5 -

muestras procedentes de secreciones seropurulentas producidas en -

pacientes con quemaduras, haciendo un total de 14 muestras positi­

vas (tabla No. 2). 

Las muestras se tomaron en pacientes canalizados de clínicas­

de afiliaci6n, a los centros hospitalarios de zona, del l.S.S.S.­

T.E., cuyos antecedentes se describen (tabla No. 3) 

La nomenclatura utilizada para cada una de las cepas amibia -

nas aisladas de las muestras, se manejó a través de una clave ( -­

inicial del paciente), que permiti6 desarrollar más facil~ente el­

control de las amibas (tabla No. 4), correspondiendo una cepa ami­

biana aislada por cada muestra. 
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TABLA No. 1 - MUESTREO EN SIETE CENTROS HOSPITALARIOS PARA 

EL AISLAMIENTO DE AMIBAS DE VIDA LIBRE. 

HOSPITAL L.C.R. E.N. S.S.Q. 

G. Adolfo L6pez Mateos 41 2 

G. Darío Fernández 8 146 

G. Fernando Quiroz 10 2 

G. Ignacio Zaragoza 53 150 60 

G. Primero de Octubre 11 26 

G. 20 de Noviembre 46 203 

M. La Raza 13 

TOTAL. 182 529 60 
r' ,- . 

i~ . I J ~-

H. 

H. 

H. 

TABLA No. 2 - MUESTREO POSITIVO AL AISLAMIENTO DE AMIBAS 
DE VIDA LIBRE EN EXUDADOS NASALES Y SECRE­
CIONES PURULENTAS EN PACIENTES CON QUEMADU 
RAS. -

HOSPITAL 

G. Darío Fernández 

G. Ignacio Zaragoza 

G. 20 de Noviembre 

TOTAL 

EXUDADOS 
NASALES. 

3 

3 

3 

9 

SECRECIONES 
PURULENTAS . 

5 

5 
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TABLA No. 3.- DATOS CLINICOS DISPONIBLES DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS. 

PACIENTE SEXO EDAD ANTECEDENTES A LA 
ENFERMEDAD. 

C.G.E. M 7 Individuo sano 

G.A.G M 4 Quemadura aguda 
de primer grado 

de 8 día5 con -

infecci6n local 

aguda en evolu-

ci6n. 

R.J.M. F 11 IndiviUuo sano. 

SIGNOS Y SINIU-1AS 

Prurito, pedodos 

de hipertermia, -
exudado serol6gico 

y purulento. 

Dolor local, in-:­
capacidad para la 

deambu1aci6n, 

edema, fiebre, 

secreci6n purulenta. 

Dolor local, edema 
prurito, eritrema, 

hipertennia. 

DIAGNOSTICO PRESENTE 

Quemadura de segundo grado en 

.egi6n to.ácica antero1ate.a1 
derecha. 

quemadura de primer grado en 

el hombro. 

Quemadura de primero y segundo 
grado en la regi6n torácica --

(después de broncearse al sol) 

combinado con la nataci6n en -

piscina. 

TRATAHIENTO. 

Lavado, tepescohuite (polvo de 

la corteza de Mimosa tenuif1~ra). 

lavado y debridaci6n del absceso 
Penicilina y dicloxacilina. 

Penicilina 
Dic10xacilina 

lavados . 
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TABlA NQ. 3.- PATOS CLINICQS PISPQNIBLES pE LOS PACIFHfES ES1UDlAOOS. 

PACIENTE SEXO EDAD ANfECEDENTES A LA SI CIDS y SINT(}.!AS DIACIDSTICO TAATANIENTO ANALISIS CLINICOS. 

ENFE~ PRESENTE 

B.B.J M 24 Gripas frecuentes Cefalea intermitente Faringoamigdalitis Penicilina Cultivo de exudado faríngeo 

faringitis, amig- tos aguda con esputo Dicloxacilina abupdante Neisseria ~ no _ 
dalitis. purulento. Gent¡¡¡nicÍM. /1efllQlÍtico. 

Exudado nasal derecho. 

Staphylococcus ~ coagulasa 
negativa. 

r~dado nasal izquierdo. 

abundante Staphylococcus 
aureus. 

C.T.D. F 38 Gripas frecuentes Rinorrea hialina, - Sinusitis Amoxicilina 

cefalea frontal, -- Tri.metropim con 
periodos de hiper-- Sulfametoxazol. 
temia . 

P.D.J. F 5 N O HAY DA T O S D 1 S P O N 1 B LES. 
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TABlA No. 3. - DATOS CLINICOS DISPONIBLES DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS. 

PACIENTE SEXO EDAD ANTECEDENTES A lA 

ENfER.1EDAD 

L.A.E. M 9 Individuo sano 

D.R.R. M 4S Faringoamigdalitis 

R.M.M. M S N O 

P.B.S. M 6 Individuo sano 

SIGNOS Y SINTa.1AS 

Edema local, pruri to 
exudado purulento, -

dolor incapacidad --
funcional, eritema. 

Cefalea, períodos de 

hipertennia, v6mito . 

HAY DA T O S 

Dolor local, edema 

prurito, pustulas, 

secreci6n purulenta. 

DIAGNOSTICO 

PRESENTE 

Quemadura de la 
piel infectada. 

tralDJlatismo fa-

cial agudo,re--

gi6f1: derebha, -

fractura con --

desviaci6n septal 
aguda, faringitis 

repetitiva. 

D 1 S P O N 1 B LES. 

Quemadura química 
de segundo grado 

en la regi6n inte~ 

na del brazo. 

TRATAMIENlD ANALISIS CLINICOS. 

lavado, debrida-
ci6n, vacunaci6n 

antitetánica, --
Dicloxacilina. 

Cirugía nasal Exudado nasal derecho: 

reconstructiva. StaEhrlococcus ~. --
coagulasa negativa 

Cor~ebacterium ~. 

Exudado nasal izquierdo: 

StaEhylococcus aureus y 

Neisseria ~. 

lavado con Benzal 

e Isodine. 



~29-

TABLA No. 3.- DATOS CLINICOS DISPONIBLES DE LOS PACIENTES ESTUDIADOS . 

PACIENTE SEXO EDAD 

R.V.A. M 30 

T.G.H. M 23 

A.S .C. M 8 

A.R.J. M 25 

ANTECED~rES A LA 

ENFERMEDAD 

Sinusitis cr6nica 

deS\'ü¡ci6n sental 

al lado izquierdo. 

Sinusitis ,rinitis 
aguda catarral. 

Faringitis, amigd~ 
litis. 

Sinusitis gripal 
rini tis cr6nica . 

SIcmS y SINl'CNAS 

Rinalgia, rinodema 

Cefalea, rinorrea 

purulenta, períodos 

de hipertermia. 

Odinofagia 

Cefalea intermitente 
rinorrea purulenta. 

DIAGNOSTICO 
PRESENTE 

Desviaci6n septal 

no obstructiva, -

no quirúrgica,si-
nusitis maxilar -
cr6nica. 

Sinusitis, Maxilar 

derecha y rinitis 

cr6nica. 

Faringoamigdalitis 

Rinofaringitis 
Sinusitis . 

TRATAMI~ ANALISIS CLINlCOS. 

gentamicina 

Pseudoefedrina Cul tivo de exudado nasal: 

"flora normal" 
Uosin6filos en mucosa 

nasal: negativo. 

Penicilina Cultivo de exudado nasal: 
Neisseria sp. 

§!reptococcus ~., ~. coli 

Staphylococcus aureus. 
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TABLA No. 4 - DATOS GENERALES SOBRE EL TRATAMIENTO DE LAS CEPAS 

AMI B lANAS , DEL MUESTREO REALIZADO EN PACIENTES -­
CON RINITIS CRONlCA E INFECCIONES SECUNDARIAMENTE 

PRODUCIDAS EN PACIENTES CON QlJlJ.1ADURAS. 

CEPA EDAD TIPO DE MUESTRA 
AMI B lANA 

B.B.J. 24 Exudado nasal 
C. T.D. 38 Exudado nasal 
P.D.J. 5 Exudado nasal 
R.V.A. 30 Exudado nasal 

R.M.M. 5 Exudado nasal 
T.G.H. 23 Exudado nasal 
L.A.E. 9 Secreción de 

Quemadura 

A.S.C. 8 Exudado nasal 

C.G.E. 7 Secreción de 
Quemadura 

P.H.S. 6 Secreción de 
Quemadura 

G.A.G. 4 Secreción de 
Quemadura 

D.R.R. 45 Exudado nasal 

A.R.J. 25 Exudado nasal 

R.J.M. 11 Secreción de 
Quemadura 

FECHA DE MUESTREO 

06-febrero-86 

10- marzo -86 
05- agosto-86 

14- abril -86 
05- marzo -86 
10- marzo -86 

20- junio -86 

07- julio -86 

25- mayo -86 

14- abril -86 

16- julio -86 

08- junio -86 
13- junio -86 

l6-octubre-86 

FECHA DE 
AISLAMIENTO 

11-febrero-86 

15- marzo -86 

07- agosto-86 
21- abril -86 

15- marzo -86 
17- marzo -86 

27- junio -86 

11- julio -86 

05- junio -86 

22- abril -86 

20- julio -86 

13- junio -86 

17- junio -86 

21-octubre-86 
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AXENIZACION DE LAS CEPAS AMIBIANAS EN MEDIO SCGYEM MODIFICADO 
y r.()RFa.1ETR,IA. 

Al primer ~tento de axenizaci6n, se 10gr6 el crecimiento de -

cada lUla de 1 as cepas amibianas aisladas en el medio SCGYEM modifi 

cado, lo que permiti6 realizar la morfometría del quiste t trofozoí 

to a un grupo de 50 microorganismos de cada cepa amibiana, siendo -

necesario mencionar que la morfometría fue completada con prepara -

ciones teñidas con la técnica de Hematoxilina Gomori (Cerva, 1986). 

Las amibas presentaron un tamaño que vari6 de 23.9 a 38.9 um -

por 14.1 a 17.9 um para los trofozoítos y de 14.3 a 18 um para los­

quistes (tabla No. 5). 

Tanto los trofozoítos redondeados como los alargados, presen -

taron acant6podos característicos del género Acanthamoeba (fotogra-

fía lA, 2A Y 3A). 

Los quistes mostraron lUla doble pared en donde la hoja interna 

o endoquiste present6 forma poliédrica o bien forma redondeada (fo­

tografía lB, 2B Y 3B), la hoja externa o exoquiste sigui6 el conto~ 

no que el endoquiste en todas las cepas, 5610 que en los quistes -­

maduros exhibi6 lUla forma rugosa con ondulaciones o pliegues irre-­

gulares carcterísticos del género Acanthamoeba. 
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PRUEBAS DE PATOGENICIDAD DE LAS CEPAS AMIBIANAS AISLADAS. 

De las catorce cepas amibianas aisladas, cuando se inocul6 por 

vía intracerebra1 siete cepas mostraron la capacidad de matar al 60 

% o más de los ratones utilizados en la prueba, cinco cepas produ -

jeron un % menor de mortalidad pero se 10gr6 recuperar a las amibas 

a partir de ratones sacrificados, después de 21 días de experimen -

taci6n: y s610 dos cepas no mostraron patogenicidad alguna (tab1a­

No. 6). 

De la prueba de insti1aci6n nasal de las cepas amibianas ais1! 

das s610 se manifest6 patogenicidad en dos cepas con mortalidad al 

60% yen seis cepas con mortalidad del 20 al 40% (tabla No. 7). T~ 

bién se 10gr6 recuperar las amibas inoculadas por esta vía a partir 

de los 6rganos afectados. 

Para complementar los estudios sobre la morfología y las prue­

bas de patogenicidad de las amibas aisladas y con esto lograr la -­

identificaci6n de las mismas hasta nivel de especie, se realizaron 

pruebas bioquímicas que consistieron en determinar el patr6n isoen­

zimático de la fosfatasa ácida, alcohol deshidrogenasa y propionil­

esterasa. Así como el patr6n de proteínas totales. Los resultados 

fueron comparados con los patrones obtenidos con las cepas de refe-

rencia. 
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Debido a que el sistema de revelado utilizado en los diferentes 

corrimientos no permitieron obtener fácilmente una ~~presi6n fotogr~ 

fica, los resultados de dichos corrimientos se uresentan a continua-

ci6n en forma esquemática. 

Utilizando los resultados obtenidos por isoelectroenfoque, las 

pruebas de patogenicidad y las caracteristicas norfo16gicas se lleg6 

a la identificaci6n hasta especie de las cepas amibianas aisladas, -

elaborándose un resumen que aparece en la tabla No. 8. 

I 



TABLA No. 5 

CEPA 

AMI B IANA 

B.B.J. 

C.T.D. 
P.D.J. 

R.M.M. 

R.V.A. 
T.G.H. 

L.A.E. 

C.G.E. 

A.S.C. 

P.H.S. 

G.A.G. 

D.R.R. 

A.R.J. 
R.J.M. 
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CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LAS CEPAS AMIBIANAS DEL 

GENERO Acanthamoeba 3?. AISLADAS. 

TROFOZOITO QUISTE 

(MEDIA) * (MEDIA) * 
um um 

38.9 x 17.9 16.9 

28.8 x 16.0 14.3 
26.9 x 14.5 15.7 

30.9 x 14.1 15.8 

28.3 x 17.3 14.3 

33.9 x 16.6 15.6 

31.3 x 20.5 15.1 

23.9 x 15.2 16.3 

28.1 x 17.4 15.8 

29.7 x 15.9 15.5 

27.8 x 17.7 16.3 

34.0 x 20.5 17.9 

31. 2 x 20.9 14.9 

26.8 x 16.6 15.3 

IDENfIFICACION 

MORFOLOGICA 

Acanthamoeba 3?. 
Acanthamoeba 3?. 
Acanthamoeba 3?. 
Acanthamoeba 3?. 
Acanthamoeba 3?. 
Acanthamoeba 3?. 
Acanthamoeba ~. 

Acanthamoeba ~. 
Acanthamoeba ~. 
Acanthamoeba ~. 
Acanthamoeba ~. 
Acanthamoeba ~. 
Acanthamoeba ~. 
Acanthamoeba ~. 

(*) t-fEDIA DE 50 MICROORGANI8'40S. 
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TABLA No. 6 - PRUEBA DE PATOGENICIDAD y REAISLAMIENTO DE LAS CEPAS AMIBIANAS 

DEL GENERO Acanthamoeba INOCULADAS INTRACEREBRAlMENTE EN RATON . 

CEPA 

AMI B lANA 

B.B.J. 

C.T.D. 

P.D.J. 

R.V.A. 

R.M.M. 

T.G.H. 

L.A.E. 

A.S.C. 

C.G . E. 

P.H.S. 

G.A.G. 

D.R.R. 

A.R.J. 

R.J.M. 

No. DE AMI BAS 

INOCULADAS 

25 000 

23 000 

35 000 

30 000 

29 000 

33 000 

13 000 

14 000 

5 300 

6 400 

11 000 

11 500 

6 500 

7 200 

No. DE 

RATONES 

MUERTOS 

1/5 

2/5 

1/5 

0/5 

4/5 

1/5 

3/5 

2/5 

3/5 

0/5 

3/5 

3/5 

5/5 

5/5 

DIA DE 

MUERTE 

DE CADA 

RATON 

7,21 ,21,21 ,2l. 

14,19,21,21,21. 

17,19,21,21,2l. 

21,21,21,21,2l. 

1, 1, 3, 4, 2l. 

2,21,21,21,2l. 

7,11,13,21,2l. 

1,7,21,21,2l. 

4, 7,14 ,21,2l. 

21,21,21,21,2l. 

8,11,11,21,2l. 

6, 7,10,21 ,2l. 

2, 3, 3, 4, 4. 

2, 4, 4, 6,10. 

RECUPERAC ION DE 

LA CEPA EN N.N.E. 

A PARTIR DE CERE­

BRO. 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

RECUPERACION 

DE LA CEPA EN 

CULTIVO SCGYEM. 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
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TABLA No. 7 - PRUEBA DE PATOGENICIDAD y REAISLAMIENTO DE LAS CEPAS AMIBIANAS 

DEL GENERO Acanthamoeba INOCULADAS POR INSTILACION INTRANASAL 

EN RATONES. 

CEPA No. DE No. DE DIA DE MUERTE REQJPERACION DE LAS CEPAS RECUPERAC ION 

AMIBIANA AMIBAS RATONES DE CADA RATON EN N.N.E. A PARTIR DE - - DE LA CEPA -

INOCULADAS MUERTOS CEREBRO/PULMON/RI~ON/HIGADO EN CULTIVO -

SCGYEM. 

B.B.J. 25 000 O/S 21,21,21,21,21. 

C.I.D. 10 000 3/5 3,4,7,21,21. + + + + + 

P.D.J. 7 500 l/S 14,21,21,21,21. + + + + + 

R.V.A. 20 000 l/S 14,21,21,21,21. + + + 

R.M.M. 8 450 O/S 21 ,21 ,21 ,21,21. + + + 

T.G.H. 23 000 2/5 4,15,21,21,21. + + + + + 

L.A.E. 13 000 l/S 9,21,21,21,21. + + + 

A.S.C. 14 000 2/5 1,21,21,21,21. + + 

C.G.E. 6 300 3/5 4,7,14,21,21. + + 

P.H.S. S 400 O/S 21,21,21,21,21. 

G.A.G. 11 000 2/5 14,14,21,21,21. + + 

D.R.R. 11 000 O/S 21,21,21,21,21. 

A.R.J. 6 500 O/S 21,21,21,21,21. + + + + 

R.J.M. 7 200 O/S 21,21,21,21,21. + + 
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TMLA No. 8 - RESUMEN DE LAS CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, PRUEBAS DE PATOGENICIDAD 

E IDENTIFICACION A NIVEL DE ESPECIE DE lAS CEPAS AMIBIANAS AISLADAS. 

CEPA EDAD TI PO DE MUESTRA TROFOZOITO QUISTE PRUEBAS DE IDENTI FI CAC ION 
AMIBIANA (MOS) (MEDIA) (MEDIA) PATOGENICIDAD DE LAS ESPECIES. 

um um LC. LN. 

B.B.J. 24 EXUDADO NASAL 38.9 x 17.9 16.9 A. pa1estinensis. 
-

C. T.D. 38 EXUDADO NASAL 28.8 x 16.0 14.3 + + A. po1yphaga. -
P.D.J. 5 EXUDADO NASAL 26.9 x 14.5 15.7 a a A. polyphaga. 
R.M.M. 5 EXUDADO NASAL 30.9 X 14.1 15.8 + a A. 1ugdunensis. 

R.V.A. 30 EXUDADO NASAL 28.3 x 17.3 14.3 a a A. Eolyphaga. 
T.G.H. 23 EXUDADO NASAL 33.9 x 16.6 15.6 a a A. divionensis. -
A.S.C. 8 EXUDADO NASAL 28.1 x 17.4 15.8 a a A. 1ugdirnensis. 

D.R.R. 45 EXUDADO NASAL 34.0 x 20.5 17.9 + A. mauritaniensis. 

A.R.J. 25 EXUDADO NASAL 31. 2 x 20.9 14.9 + a A. rhysode~. 
-

L.A.E. 9 QUB1ADURA 31.3 x 20.5 15.1 + a A. lIlauritaniensis. 

C.G.E. 7 QUB1ADURA 23.9 x 15.2 16.3 + + A. maul'Haniensis. 

P.H.S. 6 QUB1ADURA 29.3 x 15.9 15.3 A. Ealestinensis. 

G.A.G. 4 QUEMADURA 27.8 x 17.7 16.5 + a A. mauritaniensis. 

R.J.M. 11 QUFMADURA 26.8 x 16.6 15.3 + A. polyplJ,aga. 

+ ,= Patogenicidad del 60 % o más. LC. Intracerebra1. 
-= patogenicidad menor del 60 %. I.N. Intranasa1. 
a = Recuperaci6n después del sacrificio a los 21 días. 
X = Media de 50 microorganismos. 



Fotografía No. lA. 
TROFOZOITO DE 

Acanthamoeba 3?. 

(CEPA C.T.D.) 

640x. 
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Fotografía No. ZA. 
TROFOZOITO DE 

Acanthamoeba ~. 

(CEPA R. V.A.) 

640x. 



fo togrofía No . 3A . 

TROFOZOITO DE 

.-\canth:U-l0eb::1 s I='. 

(CEPA C. T. D. ) 

640:-<. 
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Fot ognfía ¡~c. lB. 

QUISTE DE 

Acanthamoeba sI'. . 

(CEPA C. T. D.) 

640x . 



Fotografía No. LB. 

QUISTE DE 

i\canthamoeba ~. 

(CEPA T.G . H) 

640x . 
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Fotogra fía ~o . 3B. 

QUISTE DE 

Acanthamoeba ~e.. 

(CEPA R.~UL) 

640x . 
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ACIDA DE CEPAS DE Acanthamoeba AISLADAS y DE REFERENCIA. 
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Esquema ~o . 3.- PATRON DE CORRIMIENTO PARA LAS lSOENZljllAS 

DE ALCOHOL DESHIDROGE\lASA DE LAS CEPAS DE 

Acantharnoeba ~E..:. J\ISU\DAS y DE REFEREJ\;CIA . 

Esquema No. 4 . - PATRON DE CORRIMlEi\TO P.I\RA LAS [ SOE~ I¡\lAS DE PROProNfL 

ESTERASA DE LAS CEPr\S DE AClfitharnoeba AISU\DAS y DE --

REFERENCJ A. 
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DISCUSION. 

De las 182 muestras de líquido cefalorraquídeo estudiadas, -

ninguna resultó positiva para el aislamiento de estas amibas y e~ 

to se puede explicar por la baja probabilidad de aislamiento que­

existe, ya que hasta 1987 s6lo habían sido reportados 182 casos -

de MEAP y EAG a nivel mundial y la mayoría diagnosticados retros­

pectivamente. Por otro lado, debemos de tomar en cuenta que el -

estudio se hizo en líquido cefalorraquídeo de pacientes con men~ 

goencefalitis de etiología a determinar y sabemos que la mayoría­

de los casos de meningoencefalitis son de origen viral y los si -

guientes en frecuencia son de origen bacteriano. Sin embargo, -­

creemos que es importante continuar con la búsqueda de estas ami­

bas en este tipo de muestras, para tratar de lograr un diagnósti­

co y tratamiento oportuno ya que cabe mencionar que, durante este 

período, se reportó un caso de MEAP en el hospital de pediatría -

de esta ciudad, cuyo diagn6stico fue retrospectivo y sin que se -

lograra el aislamiento de la amiba QMartínez, 1987, López Corella 

et al., 1986). 

Durante el mismo período en que se revisaron los líquidos -­

cefalorraquídeos se estudiaron un total de 529 exudados nasales -

provenientes del servicio de otorrinolaringología de los diferen-
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tes centros hospitalarios. El tipo de muestra y el acceso más fá 

cil a los pacientes explica por qué el número es casi tres veces­

mayor que el obtenido para los líquidos cefalorraquídeos. De los 

exudados nasales, 9 resultaron positivos para el aislamiento de -

amibas del género Acanthamoeba, lo que correspondi6 al 1.7 %. 

Este resultado es menor al obtenido por Skocil y colaboradores 

(1972) en Checoslovaquia, donde se reportó una frecuencia del 5 % 

al realizar un estudio en comunidades militares. Además, encon -

traron que l a frecuencia v~rió con respecto a la localización ge~ 

gráfica de la comunidad estudiada dentro de ese país. Un resulta 

do similar fue el encontrado por Abraham y Lawande (1982) que fue 

del 4.2 %, aunque en su estudio, incluyeron a individuos sanos de 

diferentes edades. 

Las razones que explicarían esta incidencia menor de aisla. -

miento entre los pacientes que viven en la Cd. de México, no son 

muy claras. Probablemente la contaminaci6n atmosférica de la 

ciudad puede estar directamente o inversamente involucrada en la 

incidencia de la viabilidad de los quistes de las amibas de vida 

libre y así indirectamente relacionadas a la disminuci6n de la -

posibilidad de contaminación de los pasajes nasales por estas -­

amibas. Sin embargo, esto necesita mayor apoyo, por lo que sen­

tirnos que es necesario una búsqueda sistemática para determinar-
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la incidencia de quistes viables y la posible influencia de algunas 

variables meteoro16gicas y contaminantes, en la atm6sfera de la Cd. 

de México, además de realizar un estudio serooj ante al que realiza­

mos' en otras regiones geográficas del país donde las condiciones­

ambientales son diferentes, a fin de tener datos comparables. 

De los 9 aislamientos a partir de exudados nasales, 8 resul -

taron ser pat6genos para animales de laboratorio, obteniéndose con 

esto un dato que sugeriría la posible participaci6n de estas amibas 

en el proceso infeccioso. Sin embargo, aún no se ha podido compro­

bar la participaci6n directa de estos microorganismos de vida libre 

en las patologías de la mucosa nasal de los pacientes en los que se 

han llevado a cabo los aislamientos y por ello pueda asegurarse que 

sean los únicos responsables . de la patología que aqueja al paciente 

unque ha quedado perfectamente demostrado el poder citopático de la 

mayoría de las especies de este género (Skocil et al., 1972). 

Para este tarbajo la informaci6nclÍTIica fue insuficiente en­

datos que pudieran ayudar a establecer un nexo. directo entre las -

amibas aisladas y la patología del paciente, encontrándose que en 

algunos casos se carecía de expediente clínico 10 cual aunado a la 

tmposibilidad de seguir de cerca la evoluci6n del paciente desde -

su ingreso hasta su alta, impidi6 una correlaci6n completa entre -
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los parámetros bio16gicos (amibas aisladas), los clínicos (signos 

y síntomas de cada paciente), y el tratamiento recibido según el -

caso. 

La búsqueda de esos microorganismos se dirigi6 tambien a pa -

cientes con quemaduras, los cuales manifestaban infecciones debajo 

de la costra de cicatrizaci6n por lo que se realizaron muestreos -

para aislar amibas de vida libre obteniéndose S aislamientos de -­

amibas pertenecientes al gériero Acanthamoeba de las cuales 4 resul 

taron pat6genas para animales de laboratorio. Los resultados obte 

nidos s610 permiten asociar estos microorganismos a la infecci6n,­

sin afirmar que sean los únicos directamente involucrados en la 

patología. Estos pacientes fueron tratados con antibi6ticos de 

amplio espectro como penicilina y dicloxacilina, con lo cual la LL 

fecci6n cedi6 fácilmente, lo que no sucede en las infecciones pro­

ducidas por amibas del género Acanthamoeba en pacientes cr6nicamen 

te debilitados o immunosuprimidos. Es muy probable que estas ami­

bas hayan sido eliminadas de la lesi6n por quemadura gracias a la­

debridaci6n de la zona absedada y a los lavados mecánicos enérgicos 

practicados. Para explicar la presencia de estas amibas an las -­

lesiones de quemadura infectadas es importante conciderar el hecho 

de que estas amibas han sido aisladas de diferentes fuentes acuí- ­

feras e inclusive del aire (Rivera et al., 1988), además de que en 



-47-

la mayoría de los pacientes se hicierQu curaciones caseras en condi 

ciones de asepsia dudosa. Así rrti.smo, algtmos pacientes fueron tra­

tados con el polvo obtenido de la corteza de Mimosa tenuif10ra que 

no recibi6 ningún tratamiento antes de su aplicaci6n. 

En cuanto a com6 se 11e~ a la identificaci6n hasta especie de 

las amibas, es importante mencionar que fue necesario tomar en cue~ 

ta el criterio morfo16gico, de patogenicidad y bioquímico debido a 

la gran variabilidad que se presenta en este tipo de amibas. Así,­

la morfología s610 nos ayuda para llegar hasta género y ubicar las -

cepas por identificar, en a1gtmos de los tres grupos propuestos por 

Pussard y Pons (1977) que están basados en la forma y tamaño del -­

quiste. Las pruebas de patogenicidad ayudan bastante para ubicar -

nuestros aislamientos dentro de las cepas pat6genas de cada grupo,­

pero de nuevo, como es bién sabido, todas las pruebas en las que se 

utilicen animales de laboratorio nunca son ciento por ciento repro­

ducibles. Por esta raz6n el empleo de pruebas bioquímicas como e1-

isoeléctroenfoque de isoenzimas y proteínas totales resulta ser de­

gran ayuda en la identificación específica, aúnque este último cri­

terio de identificaci6n por sí s6lo no sería definitivo ya que aun­

que a1gtmas especies presentan zimogramas muy constantes, otras 

exhiben variaciones en los patrones isoenzimáticQs (zimodemas) , que 

hacen más difícil el diagnóstico hasta el nivel de especie. 
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De est~ manera tomandQ en cuent~ la mofología, la prueba de -

patogenicidad, .el resultado de al menos dos zimogramas de las tres 

enzimas y el corrimiento de proteínas totales que se utilizaron en 

la identificaci6n de Acanthamoeba, se lleg6 al establecimiento de 

especie. 
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CONCLUSIONES. 

Se aislaron 14 cepas de amibas de vida libre pertenecientes 

al género Acanthamoeba asociadas a patologías en humanos. 

Los resultados de las pruebas de patogenicidad revelaron -­

que 12 de las cepas aisladas, presentaron diferentes grados de -

virulencia para animales de laboratorio, sugiriendo la posible -

participaci6n en el padecimiento, sin conciderarlas como las di­

rectamente responsables en las patologías. 

El porcentaje de aislamiento en pacientes con rinitis cróni 

ca fue menor al reportado por otros autores por lo que se sugiere 

realizar estudios donde se relacione la viabilidad de las fOrIDas­

quísticas (diseminación) y los contaminantes atmosféricos de la -

Cd. de México. Además de repetir el estudio realizado por noso -

tros, en otras regiones geográficas del país para tener mayor in­

formaci6n sobre la frecuencia de estas amibas en pasajes nasales. 

Para llegar a la identificaci6n específica de este tipo de -

amibas es necesario tomar en cuenta el criterio morfo16gico, las­

pruebas de patogenicidad y el criterio bioquímicc , considerando -

que ninguno de los criterios en forma aislada, proporciona la con 

fiabilidad necesaria para llegar al diagn6stico de especie. 
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SUGERENCIA. 

Aun cuando no se 10gr6 aislamiento de amibas de vida libre_ 

a partir de líquido cefalorraquídeo de los pacientes estudiados, 

es importante continuar con la búsqueda de dichos protozoos a la 

vez de concientizar al personal médico, de que si bien la fre- -

cuencia de MEAP y EAG es baja, el diagn6stico y tratamiento opa! 

tuno evitaría la consecuencia que generalmente es fatal. 
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A P É N DIe E 



" MATERIAL BIOLOGICO. 

1.- Líquido Cefalorraquídeo. 

2.- Exudados Nasales. 
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3.- Secreciones seropurulentas de pacientes con quemaduras. 

4.- Ratones de 2 6 3 semanas de vida (destetados), para 

pruebas de patogenicidad. 

5.- Suero de bovino fetal y no fetal. 

6.- Cepa pura de Escherichia coli. 

7.- Cepas de referencia para el método de isoeléctroenfoque. 

A. divionensis (MI). A. quina (L la). 

A. mauritaniensis (SH 197) ~. hatchetti (Bh-2). 

A. mauritaniensis (1652). A. culbertsoni (A 1). 

A. 1ugdunensis (SH 565). A. castellanii (Neff) . 

A. lugdunensis (García) . A. castellanii (AC). 

A. Ealestinensis (2802) . A. rhrsodes (R4 C). 

A. :ealestinensis (REICH). A. griffini (S-7) . 

A. :Qolyphaga (P 23). A. lenticulata (PD-2). 
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I.- TECNICA DE PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO. 

1.- Medio nutritivo para conservación de Escherichia co1i. 

La conservación de una cepa de Escherichia coli que sirvió como 

única fuente de carbono y energía, en el aislamiento de amibas de 

vida libre, se hizo en medio nutritivo siguiendo el procedimiento a 

continuación descrito. 

El medio nutritivo (Bioxon) fue pesado (23 gil) y se disolvió -

con agua destilada. Se hirvió hasta clarificación del medio, ya her-
o 

vido se esterilizó a 121 C durante lS minutos en autoclave; y se --

vació de lS a20 mI en cada caja Petri previamente esterilizada; una-

vez solidificado el agar, se procedió a sembrar la bacteria sobre la 
o 

superficie del agar, por estría masiva y se incubó a 37 C durante-

24 horas para el crecimiento de la bacteria. Comprobado el crecimien 

to bacteriano, fueron guardadas las cajas en cuarto frío hasta su -­

utilización. 

2.- Preparación del in6cu10 de la bacteria Escherichia coli. 

Para asegurar un mejor crecimiento amibiano y más rápida axeni-
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zaci6n de las cepas, fue recomendable matar la bacteria por calor lo 

cual se realizó de la siguiente manera: 

En condiciones de esterilidad fueron vertidos 2 ml de agua des-

tilada esterilizada sobre la capa de bacteria sembrada en caja Petri 

con medio nutritivo, se desprendieron las colonias con una varilla -

acodada, se trat6 de formar una mezcla homogénea y se deposit6 el 

concentrado bacteriano en un tubo de ensaye esterilizado para ser 
o 

sometidas a la muerte por calentamiento en baño María a 65 C durante 

40 minutos. Se comprob6 que la temperatura del baño fuera la correcta. 

Transcurrido ese tiempo, se comprob6 la muerte de la bacteria, al - -
0 - . 

sembFay '2 ' gotas del concentrado en medio nutritivo e incubar a 37 e 

por 24 horas. El resultado fue, ausencia de crecimaento bacteriano. 

3. - Medio no nutritivo con Escherichia coli muerta por calentamiento 

N.N.E. (Page,1966; Cerva,1986). 

Fue utilizado como medio de transporte de l,as pruestras de llqui­

do cefalorraquídeo, así como para el aislamiento de las amibas de - -

vida libre. 
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Elementos del medio N.N.E. (Cultivo monoxénico). 

NaCl .......... O.lZO g 

MgS04 . 7 HZO .......... 0.004 g 

CaClz ' Z Hz° .......... 0.004 g 

NaHP°4 .......... 0.14Z g 

KHzP04 .......... 0.136 g 

Agar Agar .......... 15.0 g 

Agua destilada .......... 1 000 ml 

Se preparó, mezclando los componentes hasta disol,ución en agua­

destilada, se hirvió hasta clarificación del medio, se esterilizó a-
o 

lZl C durante 15 minutos y se va.ci6 de 15 a ZO ml en cada caja de -

Petri previamente esterilizada. Una vez solidificado el agar, se sem 

br6 las placas con Escherichia coli muerta por calentamiento. La - -

siembra se realizó vaciando en cada placa de agar, 0.5 mI (3 a 4 go­

tas) de la suspensión concentrada de bacteria, se esperó a la evapor~ 

ción acuosa y fueron invertidas y envueltas en papel o bolsa de poli~ 
o 

tileno hasta ser utilizadas conservándose en cuarto frío a 4 C. 
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-4.- Para purificaci6n y preservaci6n de las cepas amibianas aisladas 

se utiliz6 el medio SC~1 o cultivo axénico modificado (Rivera -

et al.,1987). 

Elementos del cultivo. 

Peptona biotriptasa ........... 10.0 g 

Glucosa ........... 2.5 g 

Na2HP04 ........... 3.25 g 

KH2P04 ... ........ 0.80 g 

Agua destilada ........... 900 ml 

Suero fetal de bovino ........... 100 !l1l 

Penicilina G ........... 200 UI/ml 

Sulfato de estreptomicina ........... 200 ug/ml 

Se mezc16, la peptona biotriptasa, glucosa, Na2HP04, KH2P04 y -­

el agua destilada, se verti6 2.7 ml en tubos con tap6n de rosca y fu~ 

ron esterilizados en autoclave durante 15 minutos. Al momento de uti-

lizar el medio, se le agreg6 0.3 ml de suero fetal de bovino o suero­

de bovino descomplementado, junto con el antibi6tico. 

5.- Medio de Bold o medio de transporte para exudados nasales. 



-65-

El medio basal de Bold (B.B.M.) , es tma modificaci6n del medio­

Bristol (Bischoff y Bold,1963). Se us6 como medio de transporte para­

la toma de muestra de los exudados nasales de pacientes con síntomas­

de rinitis cr6nica. 

El medio fue preparado adicionando · 10 ml de cada tma de las seis 

siguientes soluciones de elementos mayores y 1 ml de las cuatro solu­

ciones de elementos menores a 936 mI de agua destilada. 

Las soluciones de los elementos mayores se preperaron disolvien­

do la cantidad de sal en 400 ml de agua destilada cada tma. 

NaN°3 

CaCl Z• Z HZO 

MgS04• 7 HZO 

10.0 g 

1.0 g 

3. 0 g 

3.0 g 

7.0 g 

1.0 g 

Las soluciones de los elementos menores se hizo de la siguiente 

manera: 

A.- 50 g de EDTA y 31 g de KOH disueltos en 1 litro de agua destilada. 

B.- 4.98 g de FeS04. 7HzO fueron disueltos en 1 litro de agua ácida . 

El agua se prepar6 con 999 ml de agua destilada y 1 mI de HZS04 

concentrado. 
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C. - 11.42 g de 1-l3B03 fueron disueltos en 1 litro de agua destilada. 

D.- Los siguientes elementos fueron disueltos en 1 litro de agua - -

destilada. 

ZnS04•7HzÜ 
MgC12·4H20 

Co(N03)2· 6H20 

8.82 g 

1.44 g 

0.49 g 

0.71 g 

1. 57 g 

Se usaron para la toma de muestra tubos de 13xlOO con tap6n de -

rosca conteniendo S ml del medio de Bold, se esterilizaron en autoclave 
o 

a 121 C durante 15 minutos y fueron conservados en cuarto frío para -

su uso posteríor. 

II. - Método de tinci6n de las amibas de vida libre aislac4ts (Cerva,-

1986). 

l. - Soluciones. 

1.A.- Alcohol sublimado. 

I-IgClz 
NaCl 

40 gil 

S gil 

Fueron disueltos en alcohol 

etílico al SO % • 
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1.B.- Tintura G9mori. 

Chromatrope ZR ........ 0.6 g 

Verde rápido FCF ........ 0.3 g 

Acido fosfo-Wo1frámico 0.6 g 

Acido acético ........ 1 m1 

Agua destilada ........ 100 m1 

1.C.- Hematoxi1ina-Koo1ousek. 

Hematoxilina ........ 0.15 g 

Sulfato de Aluminio-Potasio 5.00 g 

Chelaton II! ........ 0.15 g 

Peryodato de Sodio ........ 20 mg 

Agua destilada ... ..... 100 m1 

2. - Desarrollo. 

1.1.- Para la fijaci6n de las amibas, se realiz6 la siembra de --

las mismas en medio SCGYEM modificado en botellas cuadradas de 

boca ancha de 300 m1 aprox., conteniendo 12 ml de medio y un -

portaobjetos limpio. Se sembr6 0.5 mI de la cepa axénica y se-
o 

incub6 durante 3 días a 30 C. 



1.2. -

1.3. -

1.4. -

1.5. -

1.6. -

1. 7.-

1.8.-

1.9.-
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Se comprob6 la adhesi6n de las amibas al portaobjetos, - -

auxiliándonos con el microscopio. 

Se introdujo la preparaci6n en alcohol sublimado por una -

hora. 

Se escurri6 la preparaci6n y se deposit6 en alcohol al 80%, 

por 24 horas. 

Transcurrida la deshidrataci6n, se procedi6 a la tinci6n. 

Se t:Ubrió con Hematoxilina-Koolousek por un minuto, se en­

juag6 con agua destilada y se escurri6. 

Se sumergi6 en LiC03 al 1% por 15 segundos, se enjuag6 y -­

escurri6. 

Se cubrió con tintura Gomori por 10 minutos, se escurri6 -

el exceso. 

Se sumergió en alcohol etílico absoluto (99 ml) ligeramente 

ácidificado con ácido acético glacial (1 mI) por 15 segundos y 

se escurri6. 



1.10. -

1.11. -

1.12. -

1.13. -

III. -
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Se sumergi6 en alcohol etílico absoluto pOr 7 segundos y 

se escurri6. 

Se sumergi6 en alcohol etílico absoluto por 7 segundos y 

se escurri6. 

Se sumergi6 en Xilol por 15 segundos. 

Antes de la evaporaci6n del Xilol, se co10c6 una gota de -

bálsamo de Canadá, y se cubri6 con cubreobjetos la muestra -­

teñida. 

C~tificaci6n del concentrado de las amibas aisladas para -

pruebas de patogenicidad. 

Las cepas amibianas se sembraron en medio axénico con tres días 

de anticipaci6n a la inocu1aci6n, y se comprob6 el crecimiento 6ptimo 

de las amibas al microscopio invertido. Una vez que se corroborb 10 

anterior, se procedi6 a desprender de las paredes del tubo las amibas 

(por enfriamiento en agua con hielo durante un minuto) y fueron some­

tidas a vibraci6n por 20 segundos. Se centrifugaron a 2 500 rpm 10-

minutos a temperatura ambiente, se desech6 el sobrenadante hasta que-
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-dar tn1 ¡nl de medio den...tro o.el tubo y fue" sometido tn1él ve'l. más a - -

vibraci6n. Se coloc6 tn1a gota del concentrado amibiano en la camara 

de Neubauer, y fueron contadas en el cuadrante central del hematocit6 

metro al microscopio 6ptico con el objetivo de 40x. la concentraci6n -

fue calculada de la siguiente manera: 

No. de amibas inoculadas No. total de amibas X 10 000 

0.02 

IV.- Preparaci6n del gel de agarosa (EFI). 

Soluciones. 

1.- Gel de agarosa. 

0.3 g de Agarosa para EFI. 

3.6 g de Sorbitol. 

27 m1 de Agua destilada 
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2. - Sustrato y revelador para Fosfatasa ácida. 

Fosfatasa ácida-naphtyl-D (Beta) 

Sal negra K 

0.05 M Acetato buffer pH 5 

Amortiguador (0.05 M Acetato buffer pH 5). 

Soluci6n 1. 

G-I3COONa 

Agua destilada 

Soluci6n 2. 

,. ...... . 

' 100 mg. 

100 mg. 

100 rnl. 

0.82 mg 

100 rnl. 

0.6 rnl 

100 rnl 

Combinar 35.2 rnl de la soluci6n 1 y 14.8 de la soluci6n 2 con _ 
50 rnl de agua destilada. 

3.- Sustrato y revelador para propionil esterasa. 

Sal azul RR (Rápida) lO ••• • ••• 100 mg 

0.1 m Fosfato "buffer" pI-{ 5.7 100 rnl 

1% (alfa)-paftilpropionato .. lO ....... 2 mg 

Acetona al 50% ........ 2 ml 
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Amortiguador (0.1. m Fosfato "buffer" pH 5.7). 

Soloci6n l . . 

NaHl04 

Agua destilada 

Soluci6n 2. 

Na21{P04 

Agua destilada 

2.75 g 

100 ml 

2.83 g 

100 ml 

Se mezclan 46 ml de la soluci6n 1 y 4 ml de la soluci6n 2 con -­

SO ml de agua destilada. 

4.- Sustrato y revelador para Alcohol deshidrogenasa. 

Etanol (96%) ...................... 3 mI 

B-NAD+ ...................... SQ mg 

Nitro azul terazolio (NBT) ............ 30 mg 

Fenasil metasulfato (PMS) .............. 2 mg 

0.1 M NaCN ...................... S mI 

0.5 M Tris-HCl "buffer" pH 7.1 15 mI 

Agua destilada ...................... 77 mI 
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Soluci6n color~te. 

0.2% de Azul Page 83 (BDH Chemicals) 

6 
0.2% de Azul de Coomassie en agua destilada. 

Soluci6p Decolorante o Desteñidora. 

35% de Etanol. 

10% de Acido acético. 

55% de Agua destilada. 

Preparaci6n del gel de Agarosa. 

En la placa de nivelaci6n, que sirvi6 como soporte para el gel, 

se vaci6 2 mI de agua destilada, se coloco la placa u hoja plástica­

de IIgel bond" para isoe1éctroenfoque (EH), se balancea la hoja de -

EFI sobre la placa de manera que por cohesi6n se pegara contra ésta; 

evitando la formaci6n de burbujas de aire debajo de la hoja, se co1~ 

ca el molde para gel de agarosa fijándola con los sujetadores dos en 

el extremo superior y dos más en el inferior. 
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Se disolvieron los componentes en un matraz Erlenmeyer de 12S mI 

calentando hasta disoluci6n en baño María. Cuando la agarosa EFI, 
o 

estuvo disuelta, se dej6 enfriar la mezcla a 7S e añadiéndose , a esa 

temperatura, el anfolito (1.9 mI) de pH 3-10, se mezc16 Y se vaci6 -

rápidamente sobre la hoja plástica previamente tibia auxiliándose, -

con la secadora de pelo para evitar el enfriamiento rápido del gel,-

vaciando por el extremo superior del molde y posteriormente sobre la 

superficie, evitando la formaci6n de burbujas de aire, reventándolas 

antes de la solidificaci6n del gel de agarosa. Se dej6 solidificar -

de lS a 20 minutos, después se cort6 por los bordes interiores del -

molde, se retir6 el molde de la hoja de EFI y finalmente se guard6 -

en la misma charola con que fue cubierto, sobre una capa de papel -­

filtro húmedo, en cuarto frío durante 24 horas, para su uso posterior. 
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