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RESUMEN

Se desarrolld un  sistema  de microcultivo para
Enkamorba wediante el empleo de cfmaras ultradelgades  on
e) cual  las  caracterfsticas del medico de cultlive se
mant tenan Sih caubio Yy  las  amibas  en crvecimiento
pueden observal se constantenents en @] microscopio con  Ja
ventaja de poder variar rdpidamente  las  propiedades del
medio  de cutivo para determinar las  condiciones  dptimas
para =l crecimiento y enguistamiento de la amiba.

En este sistema se pueden oblener <unltivos a partir de un
infculo pequeno de amibas te-10). Se desarrcllaron

microcultivos de Fplamosba

y de  EpLamoeba
bi§;glzgigg observindoss en  algunos casos  en ambas
especies una fase lag de crecimiento con duracidn de 24-
36hrs después’ de la cual £l ndmerce de amibas aumentd
siguiendo una cindlica exponencisl. El tiempn aparente de
generacidn medio que se observd para E.  ipvadens fue de
26-28hrs, en cambio para E. histelytica fue de 23-Zanrs,

Cuando el  indculo  inlcial de E. invadens fue de 1119
amibas .4 dfas de crecimiento activo fue tiempe suficiente
para <ue su distribucidn en la cdmara se extendiera hasta
alcanzar @l total de su sup=rficie (4d4amm®). En general £,
ilovadens mostrd tendencia & ne formar agregados y a crecer
hasta dar lugar a upa wonocagpa confluenie. Fn cambio E,

ica crecid nds rdpida cubriendo 1la superficie

*i



Pirbesrng e la cémare en 5 Jdlas  de  creclmiento  activo
Citafwia el indcula dnjciat fue  de 485 amibas, su
crecimiento no sdlo fue en monocapa en ia cara inferior de
1z cdmara  sino gue cubrid todas las  caras de la c&mara
formanda agragados ndltiples. Se realizaron varios
experimentos en los que l!a duracidn  del cultive en (orms
continua o 26 ¢ 37°C fue wmeyYor de 30 dfas sin que sea
presentara contaminacidn. Se indu)o el enquistamiento de

Entamocta invadens wmediante el  empleo de diversos medios

de  enquistamiento observindose dicho fendmeno  en

porcentajes muy bajos.

xii



I. INTRODUCCION

A. Generslidaedes: #l género Eptanqabp.su clasificacién v

la amibiasis.

El  género EplLamoelba se caracleriza por Lener un ndcleo
vegicular, con un endosoma relativamente pequefo  =ituado
en o cerca del ceplro cen un mimero variable de  grénulos
periféricos no cromaticoes adheridozs a la menbrens pucleat ;

puseen ctumating en =1 endosoma y en lo regldn periendosc-

mal. (Kudo,1983%). Los Lroforzofios de todas Jas especies son

uninucleadas,  pero e alpginas oourren dos

O Lres divisiones HUIS EE ) as{ Que, @) quiste
. . !

maduro contiene de 4 a 8 nfcleos. Los  quistes  jovenes

presentan cuerpos cromaloides, los cuales son alargados,
refringentes; su nombre se debe a la atinidad que tienen
estos cuerpos por colorantes bLifdsicos como ) hierro y la
hematoxilinae que s581lo tifen el matertial nuclear, por lo que
los cromatoides se Lifien de negro  intenso. Los  cuerpos
cromatoides  sopn bnclusiones celulares las cuales se  ha
demostrade que son agregados de ribosomas dispuestos  en
forma helicoidal, (Barker y Suales, 1972). Estos <uerpos
varfan en ulmero vy forma dependiendo de la  especie  de
Entamoaba  gue se trabe por 1o cual se canslderan como  un
cardcler laxondmico adecuado pars distinguirlas entre

s{. (Neal, 1966).



Da acuerdo a Levine 2L al,; (1280, =l giners oo ubica de

La siguiente manhara:
Reine Frotista Havokel, 1606
Subreine Frotuzaa Goldfuss, 1818, emnd . Von Siebold, 1846
Phylum Sarcomuestigophora Hondngberg y Balamuth, 1963
Subphylum Savcudinag Schuwarvda, 1871
Superclase Rhizopoda Von Siebold, 1845
Clase Lobosea Carpentler, 1861
Subclase Gymnamoeba Haeckel, 1862
Orden Amoebida Ehrenberg, 1830
Suborden Tubulina Bovee y Jaln, 1968
Familia Entamoebidae Chatton, 19425

Geéneroe Enlamoeba Casagrandi y Barbagallo, 1895,

F) génerc Entamgeba tiene un gran significado médico
por inclufr especies pardsitas y patSgenas para el  hombre
as{ como para algunos animales; presenta caracter{sticas
biolégicas interesanties como Su  metabolismo dnico y Ja

carencia de diterenciacidn mortoldgica comparada con otras

células eucariontes. (McLaughlin y Aley, 1985).



El  estudio de la bictogla del génera ntamos:ha  Se  ha

efectiuado  prlnclipalmente an o <dos o e e E.  1hvadens

v E, histolytica, comparvativamente se han reallzado pocos

pLE L E A

trabajos en  olras  especies, (Neal, 1966 [ MHeConnachie,

1969) .
E. it mide estudinda cane MNayor detalle
debido i que  Sata  parasila al hombre, caugando

principalmente  podecimientos  intestinales ¥y =l abscesa

hepdtico amibiana. E]l mecanismo de transmisidn de  F_

______ ca se estabiece por la ingestidn de alimentos v
agua contaminada o bien por rontagio divecto:  wl Plamado
eiclo  anu-mano-boca. La  amifriasics  afecta - un alte
porcentaje de Ja poblacidn en Mxico, su distiitucidn
varfa entre el 5% y el 75% de la polJlr'sci.tﬁn . depend iendo
del 4rea pgeoprltica, predominsndo en Jos medios pobres y
mal saneados: se& ha ovbservado que su jncidencia  aumenta
conforme aunenta la edad del individuo, (Kumate, 1377),

Como  se  menclond antleriormente E. ha zido muy

estudiada, es un  pardsite de  reptiles El estudio  Jde
esta amiba se inicid con su descubrimienio durante una
epizootia en el jardfn zooldgico de Antwerp, Canada, ( Ro-
dhain v Hoof, 1934}, donde un gran nimero de reptiles en
cautiverio fueron afectados por sste  pardsito;  dasde
entonces se han descrito epidemias similares en  Fstados
Unidos, (Ratcliffe vy ceiman, 1938): Londres , (Hill y

Neal 1954} y Suiza, (Sleck,1961},



Este organismo ha atrafde 1a atencidn para su estudio
debido a la facilidad cen la que se cultiva y a su (4eil
manipulacidn experimental en 2Ll laboratorio, ademds de sar
acLualmente el  wejor modelo  para Ja  investigacidn  del

En &1 se pueden

anquistamiento del  gdnervo Entag

observar los cambics morfoldgicos y funcionales durante su

diferenciacidn, gracias a que  puede Jograrse su
enguistaniento in wlire en wnedio axdnice en furia
eficiente.

Los cambios estruclturales durante el ciclo de vida de
ambas especies soh muy parecidos, (Ceiman y Ractlifte,
1936); se ha observado tambidn que apbas especies utilizan
la misma v{a metabdlica para la produccidn de energfa,
{Reeves, 1972), iJgualmente tienen gran similjiwuwd =n la
mayor{a de los aspectos tanto fisioldgicos cOMo
morfoldgicos, (M Connachie, 1955) . Ademds de sus
diferenclas morfoldgices que se describen mds adelante,
las Jditerenciag més significativas entre F. invadens y

E. histolytica son pur un lado la temperatura &ptims de

crecimiento, va que E. jinvadens viece o 25-26 'C mientras

que F. higtolytica corece a 46-37 °C |, ¥ vor €] olro, e}

que parasiian a diferentes hudspades : E. invadens

parssita a reptiles y E. histolytica parasita a

mam{feros  come algunos prisates incluyendo el hombre,



B. Dasoripoidn de Eptpmeeba invedans Y de Entaposie
bigselysica-

Radhain (1934 ), FsLte autor

describe a £. invadens como pardsita de serpientes. k.

ipvadens es la  Entamoeba pardsita de repliles mnejor
conocida . £l habital nalural de esta amiba esn el

Lntestino de roptiles, las serpiences son mds susceptibles

a la infeccidn, sin eabargo, la observacidn de que las
serpientes mueren despuds de la infeccidn por estas amibas
sugiere que dstos tepliles no son Jos hitgspedes naturales,

bebido & que las turluges son inrectadas [dcilmente y o ome
obBervan quistes en las heces, sBe pensd que estos animales
pudieran actuar cumc purtédores {Rudhatin.y Hool, 1936), -
lo que se ha probado mediante la  infeceidn de E.
ipvadens en 1l inlestino de uns  tortuga {Chrysenys
picta) en su habitat natural. {(Meerovitch, 195Ba).

Los  trofozofios de E. invadens miden 35.9 um de
didmetro en promedio,(9.2-33.6 um),;sBe reproducen por
fisidn binaria y su movimiento estd dado por la emisién de
seuddpodos dnicos o miltiples, presenta actividad
pinocftica y fagocl{tica, se alimentan de leucocitos,
células de] nfgado, restos  de células epiteliales,
bacterias, ete,; su ndcleo se encuentra situade central o

excéntricamente, contiene un endosoma que puede

ser grande [s] pequeio . El citoplasma e los



trotozoftos contiene vacuolas, algunas de éstas  son
vacuolas alimenticias, carece de aparato de Golgi,
mitocondrias y retfculo endopidsmico. También en el
citoplasma se puede observar la presencia de fagolisosonas
y grdnulos de glucdgeno.

Los quistes de FE. invadens miden 13.9 um en promedic (11-
20 um), de didmelro; posean 4 nﬁcieos cuando s0R maduros,
cuerpos cromatoldes aciculares y vacuolas con glucdgenoc.El
citoplasma del quiste es divisible en 2 regjones: &reas
vscuras distribn{das alrededor de los nfcleos y colindando
a la pared celular que muestran estratificacifn y 4dreas
claras que se encuentran entre dstas, lLas 4reas
0sScUras tienen numercsas vacuolas; las 4reas claras
muestran grandes espacios en  los que probablemente
contiene  glucégeno. El nfcleo de los quistes ex
diferente en aparlencla a aquellos de los trofozoftos,
las caracterfsticas distintivas son las vacuolas y los
cuerpos muy densos que se muestran situados alrededor de
su ﬁeriferja. (Deutsch y Zeman,1959).

La amiba en estado de trofozufto produce lesiones en el
estémage, duodeno, {leon, colon y, en e] higado de los

animales lhuéspedes. (Kudo, 1985).

Entsmoeba histolylica Schaudinn, 1903 . El trofozofto
de esta anjba mide 25pm de didmetro en promedico, (10-60um);
presenta Bgran movilidad vy  actividad pinoc{tica Y
fagoc{tica. El citoplasma consiste de un eclaro ectoplasma

y un endoplasma finamente granular, al igual que E.



invad

ne presenlae afarato de Golgl, mitucondrias vy,

lgtfculo endoplédsnica; granulos citopldsmicos constitu{das
de plucdpgens  y  motitas  de  lipldos distribufdes sin
paLrdn  delpido,  vibomomes Jibres y o canjgunlos de el los
agrupados an disposicidn helicoidal scbre traces
filamenlesos paralelos depominedos cuetpos  ribonucleopro-
Leicos; S62 observa un citoesqualelo constituldeo
de microtdbulos y microrilamentas cortes. Presenta un
nfcleo  central de 3-5 pm de didmetro en promedio con  un
endousoma  qgue ocupa 20% del ndcleo en la rugidn cential,
grénulos de cromatina condensada en la cara interna de la
membrana  nuclear vesfeulas internas, (Miller et al,
18961; Rosenbaum vy Wittner, 1970, Chevez el al 1972; vy
Proctor and Gregory, 1973,

FL troforofto de E, histolytica se reproduce por [isidn

binaria, en  algunas  ocasionhes Jlas  amibas  permanecen
prquefas despuds de la Jivisidn; tales anibas son lentaes y
se conocen come formas prequfsticas, f.a amiba prequlstica
Tuego secteta una pared resistente y se2 enguista. Bl quisce
altamente refringente, es esférico y mide de 5-20 pm de
Aifmetra; - al principiv el quiste contiene glucdgeno difusc
y cuerpos cromatoides semejantes & un . bastdn  con
extremnidades redondas. A medidse que el quiste madura estas
inclusiones son absorbidas y desaparecen, se cree gue se
dispersan en €1; ningdn cambio posterior se realiza en el
quisie mientras ésle permanhece fuera del huésped ya que

el guiste es el estado mediante el cual el organismo



intcla su cielo de vida en un Lhudsped nuevo, (Kudo, 1985).
La aniba en estado de troforofto vive en &l lumen y en los
tejidos de la parad de é&ste ditimo y puede producir una
vlceracidn caracler{stica del colon, la cual es acompafiada
ti{picamente por s{ntomas de disenterfia amébica. A través
de la wvena porta, Jla amiba puede invadir e)] higado,
cerebrs, pulmdn, testfcules, etc., y producir abscesos.

(Kradolfer y Gross, 1958; Beheyl <L al, 19615,

¢, Cicle de vida da Epkamcabs.

En &1 ciclo de vide de Entameseba se  presentan 2
estadios, la forma vegetsativa gque os la odiula aneboide o
trofozofic v la forma latente o quiste., Fl ciclo de vida
de este génere se tipifica con el c¢iclo de vida de
Entamoeba higstolylica. (figura 1). Fl troforofto es Ja
forma de baja resistencia a cambios en el medio ambiente
debido a que no presenta ninguna estructura extracelular
que le brinde proteccidn, su movimiento esté dado
por la enisidn de seuddpuodos,(lobdpodos), tinicos o
miltiples, se alimenta por fagocilosis y pinocitosis, su
raproduccidn es por fisidn binarie. Las especies pardsitas
viven en el lumen intestinal de  los  hudspedes.  Losg
trofozof{tos cuando perciben alpun cambio &) las
condjcjone; ambientales Y. por mecanismos alin
desconoc ldos, dan lugar a la forma qufstlca 2n la cual 1la
c€lula estd rodeada por una pared protectora de la que se

he reportado contiene microfibrillas de quitina, (Arroyo-



Begovich ef 21,1980 a, bl, 1o que la hace muy resistente.
fos troforafios wen plouceso de snquistaniento  aparecen
radondeados,  obsarvindose la desaparlclSn progresiva  Jde
vacuolas y Ja producciﬁn dex cuerpog  cromatoides.
El quisle presentas un metabolismo bajo lo gque le permite
sobrevivir  en ambientes desprovisios de  las  condiclones
naturales necesarias paras la vida activa detl  trolfozofto.
Fn wvistta de la presencia de la pared v su nmetabolismo
disminuido, esta forma pueds diseminarse al salir del
huésped portador sin que la amibia sufra daho alguno vy, asi
pueda infectar o llegar a otro huésped pare continuar su
ciclo de vida translforméndose en el inlerior de éste de

nusvo en Lrofoyofto,

D. Enquistamiento

Alpunos prulistas eucarlontes sON CApHLEs de

enquistarse y, en  algunos casoes el engquistamiento  se

relaciona con Jog  procesos de reproduceidn pero
generalmente, entd considerado como iMNa respuesta
a cendiciones ambientales desfavorables que s0Mn
subdptimas pare el crecimiento del organtsmo, El

enquistamiente implica una reorganizacidn de las
estructuras subcelylares de 1o oélula vegetativa. El
quiste es Importante en Ja transmisidén de Ja amiba
pardsita y puede ser considerado como un ajemplo de

diferenciacidn celular, (Tomlinson ¥ Jones, 1962

Trager,1963: Neff et al, 1964 b).
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FIQURA No.l.

Ciglo de vida de BEulamosba hi
¥l ciclo de vida de £ Ca
morfolégicamente de 2 estadios:trofozofie vy
quiste.  E1 hudsped natural de este pardsito
son los  primates  superiores vy el hombre.
Los quistes al ser ingeridos en el  agua o
alimentos contaminados llepan al estdmago del
hudsped ,se desenquistan pasando despuds  al
intestine grueso en el cual las amibas &
alimentan,c¢recen y se dividen pudiendo provo-
car lesiones en la pared intestinal. Cuando
l1os trofozoftos perciben algun camble en las
condiciones ambientales y, por mecanismos adn
dasconocidos comienzan a redondearse v a
formar un2 pared resistente dando origen a
los quistes los cuales son descargados
hacia el exterior en las heces . Los
quistes que son muy resistentes a condiciones
ambientales desfavorables son dispersados por
Las  lluvias contaminando as{ 21 ague v los
alimentes, comenzando de nuevo el ciclo vital
de la amiba.




CICLO VITAL DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA

INGESTION DE QRUSTES EN EL AGUA
O EN LA COMIDA

Al
QUISTE @ ESTOMAGD
B

DESENQUISTAMI-
ENTO DE LA IHTESTING DELGADOQ
AMIBA

PRODUCCION DE

LESIONES EN LA (:'}@ LAS AMIBAS 5E ALIMENTAN Y
PARED INTESTINAL CRECEH

DESCARGA DE GUISTES EN
LAS HECES FECALES



Se ialy tresactat lade Ldciinas fidla Lxbhucin ek
enquistanisnto de las amibas, pero hasta Ja fecha sdlo se
ha podide  lograr el enquistamiente de €. fnvadeps om
medio  axénico. Les  (aoctores gue 52 hao estudiado «n el
engquistamiente de g invadeny  ip vitre en o culuivos

axénicons son: temperaturs, densidad de poblacidén | tensidn
de oxlgerio v viscosidad sin haberse probsdo que algine de
eston factores goa el Gnico  determinante, (Ralamuth, 1962;
MeCor ischia 1969, VAazguez de Lara-Cisneros  y Arroyo-Bepgo-
vich, 19B4ay .,

Estudios et relacidn can la sfutesis de BNA y la divisidn
celular durante 2l enquistamiznto, (M2 ¥y Morxan, 1971,
sirijintakarn y Rajley, 1980), sugleren que la divisidn
celular ws up {endmeno que estd ligado al enguistamiento y
mediante el andlisis cuanLitative del DNA, we ha cancluido
que E. invadens, =n la fase vegetativa podrfa tener el
BEenomna por cuadruplicado, asd como tambidn que el
trofozo{to antes de transformarse en qulste se  encuentira
en la fase 61 del ciclo celular, 1o que serfa una
peculiaridad en estos eucariontes, (Bailey y Rengpien, 1980)
En  eultivos xdnicos Chang, (1946), encontrd para F,
histolytice clerta relacién entre el enquistamiento y  un
canbio  abrupto en &) potencial  de  dtido-reduccidng,  sin
enbaryo, Balamuth (1964} ,en sus estuding con B, invadens,

relaciona més bien la aparicidn de quistes con 2l aunento

en la densidad de la vablacidn de apibas en el culiivo vy

12



suglrid que $sto pudilera ser el resultadn del agotamiento
de la fuente de carbone, Jo gue ha side sefialado por otros
autores, (M Connachie, 19553 . Un método  descrito
recientenente  pave el enquistamiento de £ invadens
involuera e transferencia de trofozoftos de apn medio  de
crecimiento notraal a un medio de enquistamjento, on el gue
se  dejd primeve arecer bacterias y despuds  se  {iltraron
butag de  Jdicho medio prata podear utilivario.
{Thepsuparungsikul, et. al.. 1971).

Ha tenido éxito la astinulacidn del

enquistamniento de E axdnicas,

simplemente  por la dilucidn del medio de crecimiento  de
los trofozofilos con agus destilada estéril, (Mo Connachie,
1969, 1970), al igual que con otro nétodo en el cual se
utiliza un medic de enguistamiento con vumol aridad
disminuida, ( Richards et al, 1966; Rengpien y Bailey,
1975). Bailey y Rengptlen (1980}, presentaron avidencia de
que baju Jas condiciones experimentales utilizadas por
ellos, el chuyue osmético per se ilhduce el enguistamiento
sin  que se requiera de la disninucidn de nutrientes en el
medio, win embargoe, VAzguez de Lara-Cisneros y  Arroyo-
Bavoviclh, (1984), recientensnte demostraron ¢ue se podia
oblener una gran produccidn de quistes en un nedio normal
de crecimiento carente de glucwesa.Estos autores utilizaron
@l colorante calcofluor M2=-R, que tifie a la
quitina debido a que dsta es un beta-polisacdrido de

naturaleza crisgtalina, que da Jugar a una fJuorescencia
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intensa en presencla de beta-polisacédridos cristalinos, lo
que les pernilié estimar el ndmero de quisties presentes en
los cultivos,

El estudio del enquistamiento de E, histolyticp ha wsido
diffeil por la imposibilidad que existe para inducir el
fenémeno en cultivos axdnicos, debido a que 8610 Be ha po-
dido enquistar a esta amiba in vitroe en cultivos bifasicos
mixtos, wtilizando varias especlies bacterlanas asocliadas,
{Balamuth, 1962). Gracias a que ahora se sabe que 1la
quitina es el compcnente principal de la pared del quiste
se han eabierto caminos para encontrar 158 estrategias
futuras para el control de la amiblasis humana y poder
entender el mecanismo bioqufmico de la diferenciacién

celular en Entamoeba histolytica.
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E. Bloguimice do Zntapgaba

La utilizacidn de ifos pedios  de  cultlve  axdnicos

pernitid que =) compo de estudio de Fplamoebig Se anpliara.

Desde el punto de vista bioguimico se oencontrd
que Entamoeha degrada pluctsa tasta piruvato
mediante Ja v{a de: Friclen Mever-Hof ", ( Res=-
vers, 1972}, aungue 0o se ha encontrado al lactato cono

producto final, ssi como tampoco se ha detectadoe actividad
Jde  lactaly deshildrogesnasa, (Gutteridye v Coumbs, 1977},
Una adapltacidn bLicgquinica poco usual que se ha desurito en
%. histolytica es la capacidad que tizne  édsta para
utilizar al priofosfate (PPi), en jurar e ATP &n alpupas
reacciones glucolfticss. {Heeves , 1976) ;por otra parte, swo
conoce que Jon principales productos del metabolismo de la
slucusa en  la amiba son COZ vy etanol, ( Montalvo et al,
1971): y ademds que E, bistolytica no solo es capaz de
consumbir oxfgeno sipo gue tiepne una pgran afinidad por ese
2as, {Weinbach y Diamond, 1974). por otre lade se ha
demostrado que estos parésltos requieren de riboflavins,
Lo v Reeves, 1979), as{ como de 103 precursores de los
4cidos nucleicos como adenina | en menor grado guanina,
(Resves v Hest, 1982, Roondayangpuor ¢t »), 1980 ),

grasos de cadena larga, (Vanvliet et al,197%) y cistefna

(Guillin vy Dianond, 1980 a&).
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F, Hietorie da los cultivoas de Entsmosha

En 187% se degcubreid el agente causal de la disenterfa
humans por el investipador Fedor Aleksandrevitch Losh, vy

de E

=i primevo  en obtensr un onltiveo in

histolytica (fue Cotler, quien en 1918 la cultivéd en un
nedio compruesto e SANZre, hnevo Y fiora
bacterlane diversa; poco tiempo despuds, =n 1925 Boeck vy

Drbohlav, la cultivaron en coudiciones wdnicas utilinrando

el medio de Losh a base de clara de hueve suero y una fase

1{quida isatfnica, (Losh, 1875). E. histelytiza fue
cultivaeda axdnicamente  por  primera ver, por  Didmond,
{ 1961 }, i el medio  al  que  denomind  TPS-1, este

medico  no L luye L wia de otros microorganismos oy

estd conpuesto principalmente por Tripticase {un
hidrolizade trlptico de caseina),banmede (un  extracte
acuoso del higado bovino ), y suere {bovino).

Mds tarde este mismo  autoer describid otre medio aque 1lamo
TYI-S-33, (Tripticase, extracto de levadura, hierro,
suerv), ( Dismond et al, 1978 ), gracias al cual en la
actualidad se ha mejorado el cultive axénico tante de E,

invadens como de K. histelytica. Otro medio jque ha sido

repotrtado, permite 2 las amibas mantenerse viables vy

adheridas a Jlas paredes del watrap por tiempos cortos,
(GLilin y Diamond, 1580 ), el «cual no 25 nuy eficaz
ni recomendable para mantener a los cultivos por més de 26
hrs, pero ha ayudado a conocer parte = la biologf{a de la

amiba .
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d, Objativos

El in

vitre en un medio axdnico hace a este organismo un  medelo

excelente para el estudia de Jos cambios morfoldgicos vy

funcionales durante la difersnciacidn e

aunhgue
@5 obvio que ta bilolegfe de Eotaposba vequiere  de  mucha
investizacidn y o particular el enguistamiente  reguiere
de  un estudio detalladoe vy culdadoso. Et el géheru
Entamoenba  se hah tzalizado una gran cantidad de estudios,
ge conocen muchos aspectos wddicos y epidemiolldgicos, pero
sobre  cu bLolmgfa AN BUB MUY BSCASOS. En vista de lo
anterior ,se penst en la posibilidad de disefiar un sistena
de  microcultiveos, que Lrindara las condiciones oOptimas
para la observacidn en  un lapgo de Liempo amplio, de

los tendmenos Lnvolucrados en el comportamiento de

Entamoeba, teniendo como objetivos particulares:

1) Disefio y fabricacidn de clmaras uliradelpadas para
microcultivos de diferentes especirs de Entamoeba.

2) Ueterminacién de: 1as condiciones dptimas de empleo
de la cdmara.

v Entamoeba histolytica.

4} Determinacidn de variabless importantes durante el
crecimiento de  Enlamo g
histolytiga en la cdmar

S)  Induccidin del enquistamiento de E. invadens, en
microcultivos.

17



IT. MATERTAL Y METODOS

A. Microorganismous

Entamoeba invadans cEpa 1P-1 ffuc adquirida
inicialmente del Dr. lLuis &, Dicomond, de Jos  Tostiluids
NHacionales de Salud, U.5.A., y ha sido cultivada =n =ste
laboratorio durante 9 afics.

Centro de Amtbiasis, Mexico, y ha sido cultivada en este

laboratorio durante 9 afios,

B. 1) Medios de cultivo

£l medio de cultivo uvilizado para el crecimiento de

Entamueba ihvadsens y Eptamoebs histeolytica tue el medio

TY1-5-33 (Diamond, 1978). Este nedio de cultivo tiene
una mezcla de vitaminas (denominada mescla 107/Tueen 80 ),
suero bovino y caldo de cultive. El caldo de cultivo estd
compuesl.o principalmente de Biotriptasa y Glucosa, adembes
_dé otros componentes, {Tabla 1}, 1a me2ela g
vitaminas se preparé a partir de la mezcla de vitaminas
107 descrite por Diamond, (1968);a £sta se le aRmadid
“vitaminas B12, 4cide 8-tidctico y el detergente Tuween B0
disuelto en 2tanol, ( este detergente se afiade para
solubilizar Jas vitamipas liposolubles y por ser una
fuente de A4cido oleico, el cual es utilizade por las

amijbas), (Di amond el al,1978), se  esterilizd por

18
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TABLA 1

COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO TYI-8-33
(Diamend, 1978)

Fostato de Potasio
menobésico anhidro 0.06

Fosfato de Potasio

dibésico triEidratado 0.131
L~Clstelna 0.1
Acido L-ascédriico v.U2
Citrato férrice aménico 0.00228



fileractdn v se conservd en el congslador a  -40°C

Habjitualnehle se prefavatron 2000 md de  madio:  para  E.
se esterilizd en autoclave (20 libras, 20 wminutos},
despuds  de esterilizado se le agregaron 3% de mescla  de
vitaminas y 10% de suerc bovino. Para E.  higlolytica 87%
de caldo de cultivo (1640 ml), con un pH A.8, 3% de
vitéminas ¥y 15 X de suero bovino., Anles de ulllizarse

fueron centrifugados o« 3000 rpm durante 30 minutos paras

eliminar partfculas insolubles.

2) Madios da enquistapiento para §,. ipvadana

Para inducir el enquistamiento de E. lnvadens se
utiiiz8 2l método rectentemente reportado por Vzquez der
Lara-Cisneros y Arroyo-Begovich, {19684), emnplenndo el
medlo TY1-5-33 (8ln glucosa). Otro m&todo para inducir el
epquiptaniento congiutid en el empleo del medio axénico
de enquistamiento (AEM), reporiado por Rengpien y Halley,

(1975}, aqicionando sacarosa #] 1% ., (Tabla II).

C. Mantenimiento de los cultivos

El nmantenimiento de los cultivos se llevd a cabo en

20
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TABLA II

Composicifn del medio axénico de enquistamiento
(AEM). para Eptamoeba invadens ( Rengplen vy

Bafley, 14975}.

COMPONENTES CANTIDAD
B
Tripticasa S
Extracto de levadura 5

Fosfato da potasio
monobhdsico anhidro 0.25

‘Fosfato de potasio
dibdsico anhidro 0.55

Agua c.b.p. 950 ml

Suero bovino 5 % (v/v)




Lub0§ der ensaye Lon Lapa de prosca de 15ml e Capac idad, a
los cuales se les adiciond 13 ml de medio de wultivo

Los  tubos se {nocularon con 8,000 amibas por ml a partir
de un cultivoe de 8 dias de edad.  Fetle cultivo se colod
en agua con hielo durante 10 minutos para pemitir gque las
amibas pepadas en las paredes s desprepdieran y oo oasa
lograr una suspensidn homogdnea de amibas; el indculos se
tond & partiy de asts suspensidn,  Los tubos ya jtoculados
se  cerraron bilen y se incubaron en posicidn horizontal
Los culbivos se Lansf{ivieron cada 8 diac para mablener)os
en las mejores condicionszs de crecimiento.

Fara jhocular Ja cdmsra se tomaron amibas de un culilivo en
Case e crecimienlo active, olocfiddoly previanepte  &n
apua con hielo durante 10 minutug, se cargd 1 ml de este
cultive en una jerings estéril de 10 ml y mediapte ésta se
inoculd Ja odmara, conectando la jeringa a  Ja  aguja
pipoddrmica vy dila o su vez, al tubo de indeulo de  la

cémara de cultivo.

D. Construccién del dispositivo para microcultivo de

Znkagenba

1.~ Fn Ja conglLivcedidn de las clmaras ultradelgadas para
microcultive de  Fntamoeba se utilizaron  los  sigulentes

Meteriales:
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3.~ Fara la  tabricacidn ael mareo o SORUTYe e da

chming &

-~ Acr{tive

. ’
- ReEpdlis cepdiase A

ro= Feata la parie ‘S[l!.l'.d e 1l CAmatac

- Purtacbjelor v cubreabjetos

¢) .~ Para =1 sellado de las cédmaras:

- Combinaciones de cera de abejas v paralina ey
diferentes proporcionas,

- Rarniy transparente para ufias.

- Hule de "sllicon”

2.~ E} material wutilizado para montar y conectar el

sistema fue el siguiente:

a.- Tubo de tefldn de 1 mm de didmetro interior.

b.= Llave de paso de telldn.

Go~ 2 Malraces de 2000 n] cada uno von boce ruscada
provigtes de 2 tapaderas con rosca de bakelita y
de resina epdxicd.

d.- Gas nitrégeno a presidn.

e.~ 1 Mandmetro de mercurio.

.- 1 Microscoepio invertido NIKON.

23



3.~ Construccidn de varlos tipos de cémaras de

crecimiento .

Las figuras 2,3,y 4, muesiran &n vista Jongitudinal y
Cransversal los tres princjipales  tipos  Jde chmaran
construidas. La Tigure 2 musstra la chmara tipo A gue se
constvuyé empleando un marco de acrf{lico subre el que  ge
rfijaron un portaobjetos ¥y un cubreobjetos.  Para  sellar
esta cdmars  se empleé una mezela de cera  de abhejas vy
paralina. Una ves gue la clpera habia sido  esterilizada
las ranuras enbre el marco y o el porlaobietos y
cubreohjelon se 1detrarat sl Ja v c 3a e Gra s Abe jag
¥y paraflina Cundida.

Fl interior de la clmara se conectd sl exterior mediante
tubos de tefldn insertados en orlflcios taladrades en los
extremos del marco de acrflico; sSe utilizd Lanbidn  la
mezcla de cera de abejas y  paratina para tapar el espaclo
libre entre los tubos de tefldn y la pared de Jos

orificios en el marco de acrflico.

La figura 3 muesira la cdmara Ltipo R que se construyd
utilizando un marco de resinsg epoxica semejante Al parco
de acrflico.al igual que en el caso del marco de acrflico,

se fijaron a &1 1 portaobjetos y 1 cubreobjetos. Para dsto

se enmpled Lanbiédn la mescla de cera de abelas y  parafina

para sellar las ranuras entre 21l marco y =1 vidrio una vez
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(1) ,cubreobjetos;(2),portaobjetos; {3),Liras

e cubrecbietos; (4), cavidad de le cémara;

(5),uestafia de acrflico; (6),sellador;(7),s0-
porte de acr{lico; (8),comunicacién para la

alimentacidn de la clmara; (9} ,comunicacidn

para la descarga de medie de desechos. Se

observa: vista frontal de la cimara (a),

vista transvaersal de la clmara (b) y vista

longitudinal de la chmara (¢).



(2}
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FIGURA No.3.

(1), cubreovhjetos; (2) ,portacbjetog; (3),tiras
de cubreobjetos; (a),cavidad de la clmara;
(5).pestaiia de resina epéxica;(6),sellador;
{7), soporte de resina epdxica; (8),tubo de
alimentacidn de la cfmara; (9),tubo para la
introduccidn del indculo: (10),tuboe de-des-
carga. Se observa : vista {rontal de la cb~
mara (a),vista transversal de la cdmara (b}
y vistis longitudinal de Ja cdmara (q).
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que todos los componentes habfan side esterilizados.

Ootro  sellador cempleado para sellar esta cdmara  fue el
barniz transparente para usilas,

Fl  dnterior de la cdmara se conwctd al exterior mevdianie
tubes  de  dacero inoxidable obtenidos a partir de agujas
hipodérmicas del némero 20 U R insertayon  eh
orificivs practicados en les extrenes det marce de resina
epdxica. Para fijar los tubos al marco se enpled yesina
epbxlica como adhesivo.

La  figura 4 muestra ia cdmara tipo € que se construyd sin
marco de  soporte  empleando como soporte  principal un
portacbietus, sobre déste se colocd ulro portacbietos,
de menor longitud, Para esta cinere se empled hule de
"silicon” para adherir los dos poriaocbjelos y para sellar
el espacio comprendido entre ellos.El interior de la clmara
as? formada se conecld al exterior mediante tubos de acero
inoxidable semejantes a los empleados en 1a construccidh
de la cdmara Lipu B, los cusles se inseriteron entre  Jos
portanbjetos, uliliedndose Lambidn hule de  “silican”

para fijarlios en su sitio.

4.~ Arpado y  funcionamiento del sistema de
ricrocultivo.
La figura 5 nuestra en forma esquemitica el
dispositivo que se encontrd mbs conveniente para trealizay

el microcultivo de Eptamoeba.
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t1),portaobjelos superior; {2),portacbletos
inferior;(3),cavidad de la cémara; (4),tubo
de descarga; (5).tubo de alimentacién de la
cdmara; (6), tubo para la introduccidn del
indculo;{7),sellador. Se observa : vista
frontal de la cémars {(a), vista transversal
de la clmare (b) v vista longitudinal de Ja
cdmara (c).
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FIGURA No.5

.Sistema completo para el microcultivo de

Entamoeba. (1), Lanque de gag nitrégenc

a presién; (2), manfmetro de mercurio;
(3),conexién T; (4), Conexi6n con trampa
de alpod8n estéril;(5),matraz de alimenta-
c1én; (61 ,aguja metilica de acero inoxida-
ble; (7), tuberf{a de teflén; (8}, tubos de
acero inoxidable; (9),cdmara ultradelgada;
(16) ,mangos de proteccién; (11),reservorio
de indculo;(12),matraz con trampa de agua;
(13} ,tapas roscadas; (14),1)ave de paso de
tefl6n;‘ (15) ,matraz de descarga; (16),ser~-
pentin met&lico.



ife—10)

(14)

(13)—

2000
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Une cémara Lippg C w2 Conectld a matraces deoalimenhac idn ¥
descarga por medio e Lbos de elldn. B matiaz de
alimentacudn se conectd al tibo de entrada de 1a cdinara
(4), el mairaz de descarpa se cunectd al tubo de salida de
1a  ¢dmara (5. Al tubo de iadculo de la clSmara  (B), se
conectd mediante un Lubo de tef)1dn una aguja  hipodérmics
metdlica del nimere 20, {figura 4j. El matraz
alimentador se conectd & un tangue de nivtfgeno  provisto
de  regulador de presidn. En un ramal de esta tuberfe  se
conectd un mandmetro de mercurio. A Je soalida del matran
colector de descargs de dsta se conectd a un terveer natraa
receptor ffinal de descarga duel sistema.  Una ver armnado &)
dispositivo, se esterilizd en oun autocleve 4 12070 durante

20 minutos.

E. Estimacién del crecimientc de la poblacidn de
amibas .

El crecimiente de las amibas en Ja cdmata de cultivo
que  se  encuentra siempre en el interior del microscopio
inverlido NIKON, se estind wmediante su conteo a inlervalos
de tiempo en un rangoe de 10-24hrs con la ayuda de ta
ret{cula de cuadrados de lmm por lado, grabada en la cara
inferior de la clmara. Se tomaron Eotograffas de  los
cultivos en desarrollo utilizando una cmara lotogrdfica
NIKON FEZ modelo M-12 adaptada al microgcoplo invertido
NIKON. Se empled la pelfcula Tri-x-pan  400. Las

fotograftfas fueron tomasdas durante el crecimiento de los
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cultivos para tener un registro gréfico de la

apasriencia de Jos organismos en crecimiento en la cémara.

¥. Procedinianto para los exparimentos de enquistamianto.

En los experinentos para Ja jnduccidn del
enquistamiento de Entamoeba invedens se utilizaron dos
matraces de dlimenyacldn. uno centenlendo el medio de
crecimiente (TYJI-S-33) y €} otro coptenjendo el medio de
enquistamiento. Estos matraces se conectaron a la camara
de microcultivo mediante tuberfa de tefldn y una T de
Avidrlo. Mediante esta conexldn T fue posible comunicar a
cualquiera de los don watraces a Ja cémara de
microcultivo. El resto del sistema 8e mantuve sin
modificaciones. Los experimentos realizadog para la
induccién del enquistamiento de E. linvadeps se 1llevaron

a cabo en el sistema de microcultivo de Entamoeba, E1
indculo inicial para los experlmentos de enquistanmiento
fue de 1500 & 3400 amibas, Jas cualex se dejaron duplicar
por 3 ‘a 5 pgeneraclones. A tilempo cero se indujo su
enquistamiento medisnte el cambio del medio de crecimiento
por el nedio de enquistamiente reportado por Vézquez de
Lara-Cisneros y Arroyo-RBegovich, (1984), eBle medio de
enquistamniento se dejd circular en la cdmara durante 4Bhrs
para inducir el enquistamiento de las amibas,. Otro medio de
enquistamiento que se empled fue el nétodo reportado por
Rengpien vy Bajley,(19755, adiciunando 1g de sacaroga por

cada 100ml de medio. Otro procedimiento empleado para la

as



Induceidn  del  emqulstaniento conslstid en que a  tlempo
cerc se cambid el medio de crecimiento por uno de los dos
medios de enjuistapiente descritos anteriormente de jEndone
que circulara por la cémara hasta que se recanbiara  por
le menos 10 veces el medic contenldo en $sta. A
continuacibn ue detuvo el flujo del medio por la clmara
manteniéndose en estas condiciones durante 38hrs  para

inducir el enquistanientio.

G. Tstimeoién del enquistanmiente do Kntanosbe

invadane

Para estinar el epquistamiento de E, invadens se
tiferon los gquistes con Calcofluor M2R al 1R de acuerdo
al método de Arroyo-Begovich el al, (1980 a ); los métodos
empleados para Juzgar el porcentaje de enguistamiento

7 fueron : utilizacién de detergentes, (para romper las
membranas celulares de los trofozofios y de esta manera
separar a los 4qulistes de los trofozo{tos presentes) ,
apariencia morfolégica, observacién de los &4 ndcleos con

microscopio de contraste de fases, (Arroyo-Begovich et al,

1980 b}.

el



H. Limpieza del sistema.

Para limpiar e) interior de las cdmares se utilizaron
solventes orgfnicos: etanol, metanol y formol, tanbién se
usaron 2 tipns de detergentes: BRIJ 36T (Polioxietileno-
10-laurit-eter) a una concentracion del 0.1 % y sDS
(Doder il sulleato e Swliv)  en e concantracidn del 1%
El resto del sistems se  lavd muy  blen  con  detergente

1fquido @xtran (Merck)
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II7. RESULTADOS

A. Digposltivo pura el microoultivo do ShdLpmaaba.

fi e tas cdmares pAra

1.. Construccidn: En la construe:i
micreeultivo b= Eplawueba e Lomaron @n clhehls Varos
tipoy de materiales disponibiles.  Se pececitubaz un melerial
fécil e Coppseedi L, ez glabiipeiiar ¥ resustente &
egteriliraciones repatidas

Para la parte dplice se utilizaron  cubreabjetos v
portacbletos comunes,

Para Jas  conexionss e enpled tuberds de Lel'lbn y  para

s R 14
£l marco o soepurts se prubﬁ acritive. ¢ ing  Eposdlta O
vidrio.
ajAerflicao.- La primers oinera que se constiuyd fue  la

tipo A,(fijg. 2). Se emp]ed acr{lico como goparte de la
clmara, la parte &pbica se (orne con un poctaotijetos y o
cubrecbjelos , enlre los cuales ge dispugieron unas
Liras de vidrio cortadas a parlie de un cubieobjztos. Esto
para egpaciar el portsubjelos del  cubreosbistlos vy asa
Formar una cdmara  wou  oun w8 e o] rgnal =l Gl
cubrecbjetos.

Para hnacer que =i medio de cudlivo clreulara por A
tuberfa v por La chmara se enpied pr@ﬁl&n hidrostdtice la
cual se obituve levailandu wl matraz gue contenfa o) medio

de cultive fresco por encima del nivel del orificic de
as



dersoarss Yy Pata purat ole aire 21 Si1glend Se \:usplc-w" i
Jeringa con ba gue 56 sl fand @l aire Yy alpo e medio de

cultivo fresco hesta lograr pis el sistoens squedara tite

de burbmidas. A conlingacion «F (luda s n_m.-;l.(l varjando 1a

altura  del natiaz de alimenbacidn con raspecbo del  nivel

del  oriticia e descarga. Fara jtmcular la CaRlala s
introdujo el tuboe  de etldo de descerpa o un lubo  de
cultivoe enfriada previansiate ¢n ogia con hielo durante 10
minurtos., ¥y Con la ayuda e ta vued L penelada por un

desnivel hisdngstéuco e roitid b et ada el indonlo

La utitizacidn de este procediniento puso de manit teste un
problewa jmportante. Beliichko a Ju= el movimiento del mcedio

i B . s e . e .
A btravds de Ta toberia y Jdee la cdmacra era {orvada por ia

4 . . o .
succidn causadas por el desnive) ddiosiatics = produgo la

N - s
formacidn  de pequeilas Luv wooembolos paseosus o

actuaban como taponss impidiceodo 2l Flujo del pedia por 1a
tuber{n de tetidn. Para  rasolver  este problena Se
recurrid & Torwar el rlujo del mexdi o mediante @)
aumento de la presidn con  ni trdgr.—no Jel mattan dex
alimentacifn  regulando - el rludo del medio combinaeido la
variacidn de la presi&n del w2as con el control del gasto
anoel tubo de descarga mediante una Jlave de paso.

Al principic se trabajd Con una prs'_-si.o/n rerlal b vaheh Le

pequena {2 om Hg )., v la Chmara funciond bLien por

R bienpu corta, desspl de nueve aparecid el problena de

Jos dubo o Bageosos derbiida o Guer o @ra depasado

pequefia - 1a pres idn ejercida e el medic nutritivo.
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Entonces se aumentd La presion (5 cm Hg) pata evitar  oa
formaciﬁn de dichos Lubol os N Luto provoecsd  la
fractura de una de las clmavas. El cubreobjetos se deshlao
debido a que es una placa de vidrio muy delgada; ¥y un
aquellns casas  en los gue las pdredes de vidrio de 1«
camaras se mantuvieron intactas se observd desprendimiento
de los sellos hechos con parafina vy cera de  abelas
resultando en lfupas del medio.

Los  resullados anterjotres nos llevaron a la necesidad de

cambiar el material de sellado. Fl sistema se arwd ahora
usando barnpiz de ubas trangparente  coma material
de sellado. También con este material ser

produjerovn fugas en los espacios libres entre los tubos de
tef1én v la pared de los orificios en el marco de acrflico
Conjuntamente con este problema se observd que en los
marcos de sopurte fueron apareciendo grietas debido a Jaws
repetidas esterilizaciones a las que se sometieron y a las
diferentes sustanciasg ulilizadas para s limpiera; estaes
grietas vfrecleron una puerta para la  entrada de
cqntaminantes a la ofmara v pars  fupgas del medio de
cuilivo.

Los problemas = observados en el empleo  del suporie

de acrflice llevaron 4 la sustitucidn de este material.
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b) Resmina epéxica.—

S cuuﬁtruyé olro  saporte  para la cémara para

microcultivo de EntLar d 4 base Jde resine epduica.

La ugmdra Lips B ((4g.3) se  obtuvoe  haciendo una
reproduccion de la camara de zerflico mediante la Lécenica
de vacilado. Este tipo de clmara se prub& utilizando los
materiales de conexién y  de adhesibn que ya se  habian
experimentado en la cdmara anterior,

Une de los primeros problemas observados fue que  habia
fugas en  los espacios libres entre el npaterial dptico
{vidrio) y la pared de log orificios en el marce de resina
epdxica. El enplaeo  de barnle de ubas  transparente  dio
problemas senejantes.

Al esterilivzar eslay chnarvas despuls de reyetidas
veces  se observd  que  se deformaban,  por 1o que  pera
evitar #slo se colocaron entye 2 placas de vidrio con el
objete de gue al calentarse durante la esterilizacidn  no
e doblaran, sin embargo, a pesar de esta precaucidﬁ
sufrieron delformaciones progresivas, aln  con  los
prroblemas anteriores, este tipo de chnara se ulilizé para
experimenter el uso de Jos portaeobjetos pars conformar la
parte dptica, ya que lox portaobjelLas  son més resjstentes
Que  leos  cubreobjeltos y por Lo tanto menos susceptibles a

fragmentarse por Ja  presifn ejercida pur el medio de

cultivo. Con esta modilicacién se observd un  mejor

£

funcionamiento de la cdmara. En este Llipo de chmara Be
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utilizaron tubos de acero inodidable  para la cenesidn de
ia chmara al  exterior, aumentdndose en une el nduero de
conexiones. Originalmente cada cémera tenia wdlo  dos
comunicacionus: la entieda v Ja selida para el medio de
de cultivo. Se hlzo otra comunicacidn para la epntrada del
indeulo, pars que esta fuera nds directs v asf, se Luviera
menor posibilidad de contaminecién.

Para solucicnar &l problema de fa comtamitacién  vcesional
BE GETEeZAron U0 O Varios Antibibt toos al medle de cultive
(Tabla ITT).los  antibifticos Fueron esterilirados  por

letracL&n con filtro Millipore (poros de 0,22 pmj.

.~ Vidrio

En vista de los problemas anteriores se procedid a la
fabftcdcldn de la cdnara tipo C, Esta cfmara se construyd
g8in marcé de soporta (fig. 4). Se utilizé otro se) Jador,
el hule de “silicon ",
futa cdmara se construyd con 2 portacbjeltos unidos entre
s{ con hute de "silicon”. L,a comunicaciln con el interior
1a clmars se establecid mediante 3 tubos de acer§

inoxidable sujetos entre 1as 2 placas de vidrio con hule
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TABLA II1

Antibidtices que se enplearan para prevenir la
contaninacidn de los microcultives.

ANTIBIOQTICOS GONCENTRACION EN
Hg/nl
Estreptomicing + Fepiciline G. 2.5 c/u

Sulfato de Ranamicinha
(Kanamimycing) 2.5

Clorhidrato de Dimetil clor-
tetracicliing (Ledermicinal 2.5

Ampicilina trihidratada
(Binotal) 2.5

Cefadroxil Monohidratado
{Cefamox) 2.5



de "silicon ", Se observé que Al ser esterilizada no se
PR . g

modificaban las propiedades v caraclteristicas de  estag

cSmards y ho se produjercon fugas del medio de cultivo vy el

hule de "silicon no se desprendié.

2. patarminacidn de las condicionas Sptiman.

o8 factores que ye cunsideraron néds importanles  para
el funcivnamiento de la cdmara de microcultive  son:
velocidad de flujo del medio de cultive,lemperatura de la
cémara,velocldad de  creclniento  celular,eslerilidad ¥
limpiera del sistema,
inicialmente para el control de la velocidad de {flujo  se
ut11126 unpa llave de paso sltuada en <l punto de descarga
del medic de desecho.Sin embarge,se observd que esla 1lave
se tapaba progresivamente por la acumulacidh ddex
materjales inscolubles y precipitados presentes en el
medio. Por &sto se ensay6 el control del gasto del medic

mediante ¢l control de la salida del aire del matraz cdonde

s& colectaba el nedio dJde desecho, Esto tampoco
dio buenocy resul Lados ya que el aire g
comprine con  facliided ¥y su  volumen es camblante,

contrayénduse con el frfo y expancidndose al  aunentar la
temperatura, eate.,por lo gque 2l flyjo no se pudo manteher
constante llegdndose o detener ovcasionalnenie durante e]

transcurso del dfa.



S decldid colucar U matres contenioamde agua bidestilada

egfleérii  para tocilsr e @] fopde de Aeve Ta descarga del

Material dJde  dessoho yode este forma desplazar @l agiia
contenida  en el matran, F1 apha desplorada abisndona esie
matraz  por  mexdic de s Lalao de Letldn el cial  osté
proviste de una 1lave de paso pora reunler el flujo de la
salida de £sta. E1 apgia ol Ser hehos densa gue @1 sed o de
crecimiente oz desplazada  ded matrar vy ocomo 0o Liede
pdrtﬂ:ulds o precipiladus en suspcnsiéh que puedan  rapatr
la ljave de conlraj de descarga la velocidad de tluin e
controld con gran eficacia,

La tempéeratura dée lox microcullivos ge mantuvo de acuerdo
a cada especie med.ante =1 empleo de  un inunbador
integrado al microescopio. Fete jncubador estaba provisto
de un termostato, Fara evaluar el crecimienta Jde  las
amibas He conﬁLruyd a1t foula practicandoe un ayado et
el portaobietos que (orms <l fondo de ls clmara. Kl Srea
de la retfuula construida  fue e shamp= . 37 cuadros e
Largo (37mm) puc 1Z chadies de ainchao (12 mm); considerando
que  Ja chmara Lipo € 1iens doa profudidad e Tum, el
volumen total de la cdmars Cue de Ldaamin> (fipura wj. f.a
eficacia d=1 sistema de microoiliive Se evalud primero con

inoculaciones de un ndmero reducido de Organi smos {4-140

amibas) para observar la distribucidn e estos  deptie e
la cgmara. el vcrecimienvo poblacional Je acuerdo a
1a temperatura, ¢l tiempo de Gilbiva, la presién v el

flujo del medio de crecimiento en la cdmara.
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FIGURA.6 Cémara ultradelgada tipo C. Muesira un detslle

de la retfcula construida en la superficie de
la cara inferior de 1la c&mara.La  retfcula
estd formada por cuadros de lmm de lado, El
volumen interlor de la camara es de 444mm~,
(1),Portaobjetos; (2) .sellador; {3),detalle de
la retfcula:(4),tubo de alimentacién de la
cdmara;{5),tubo de descarga;(6),tubo para 1la
introduccién del indculo.






Fu  <uanto a ia litipiesa del fistema, =1 inlervior de  la

chmara  se limpid uridivaudo 2 detelgentes: el RRIJ 36T y
el 5DS. FL resco Jdel sistema se lavd nuy bl colt
datergente  lfquido Extran., Se obsurvd que =) enpleu  de

agtos detergentes no «Jdeja residuos que danen 2l desarrolio

de log cultivos,

B, Degsrrollo da microcultivos dw Epuamusby.

1. Determinacibén de las variables principales para el

crecimionto de EuLemopba en la oémers:

Se realizaron una serie de pruebas para  determinar
cual era el flujo dptinme en la edmara, estas pruebas  se
hicieron consgiderando un range  de  {Jujo de 1-12
gotas/minuto, (25 gotas/ml). Al probar 21 flujo en un rango
de 1-3 pgolas/minuilo e vbservé que las amibas crecfan bien
a esta velocldad de [luje pero, como el (lujo era lentu el
precipitade y el material insoluble del medio de cultivo
se acumuld en la cémara. Se probd tamblén =L rengo Jde 4-8
gotas /minuto, como en el caso anterior se observh que  a
esta velocldad de flujo, las amlbas crecfen Lien sin  gque
@utas  fueran  arrastradas  al  misno tiempo que no  be
produjo acumulacidn  del material (nsoluble del medio de
cultivo, Par ﬂ]timo. se probd el rango de 9-32
gotas/minuto, en estas comdicliones el crecimiento de 1las

amibas se vid afeciado en cuantu a su distrilweidn en  1a
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cdimars  acumuldndose cerca del tubo de satida  del  madio.
SIn embargos, KA Lampouo  Diegog arrastradas por el
mdic der cultivo Se pecesitd sumentar el flule 4 veces
(32 gotas/minulod, frita que el 8% de a puhlnciﬂn
comehzara a set arraslrada. Ue xousprdo con les resultados
amteriores se decidid atilizar e} flujo de 4 - B
gotas/Zmihita paras Lodos Los experimentos sigiorientes, En
general una presidn Jde 2-4mm Heg aplicada a la superficie
del  medio fresco (fue suflociente para mantenaer un flujo de
0.16 a ¢.32 ni/minuto (4 - B gotas/minulo) en =]  sistema.
Fara tener un mejor punto "de referencia y para poder
estimar la distribucidn de lag amibas en la  clmara de
microcultive durante su.crecimi=znto y multiplicacidn, 1a
clmara de microcultive Se dividid en 4 cuadrantes. Los
prineros experimentos se realizaron con E. invadens debido
a su f4eit mdnlpulactﬁn ¥ manejo. 52 llevaron & cabo 9
experimentos de  crecimiento con esla amiba en  donde el
ndmera  de  amtbas en el indoulo inlolal se varid de 12 a
1119,  en dohde e] Liempo de generacidn nedio varid de 26-
28hrs. Se tomaron folograffas durante el desarrvolio de los
microcullives para  oblener ub registro gré&fico de Jlaos
caracter{slicas de las oflulas en crecimiento en  la
cémara.l.a figura 7 muesitra un cultivo representativo de E.
invadens en creclmiento en la chmara 36hrs  despuss de
haberse inoculado 290 amibas. Se puede observar Lambidn
parte de la retfeula grabada en la cémara de mlicrocultive.

£1 indculo inicial en la mayorfa de los experimentos de
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Figura.7.

AS[ECLO mioroscdpica en contraste de fases de
un  microcyltive de Entamceba invadens 26hrs
después de haberse inoculado 250 amibas. las
amibas exhiben una morfologfa normal,se apre-
cia claramente la membrana celular y el cito-
plasma granular. La presencie de pseuddpodos
indican que los trofozofios estaban en movi=
miento. La distribucién de las amibas an la
clmara fue uniforme como se puede apreciar.Fl
rayado que se observa corresponde a una parte
de la retfcule grabada en el fondo de la c4-
mara. Barra = 100 unm.







crecimienta fus pequeno para podes olupztvar ol crecinisnto

y la distribucifin de estos orpanismos duranile un i denpo
largo., Cuando se inwouylaron 24 amibas la distribuctdn  de
dstas o los 7 dfas de crecimiento aclivo Se muestra en la
tigura 8. Las  barrvas del histograma indican que a este
tiempo las ami bag en vreciniento st Junializaran
preferencialmente &n los cuadrantes 1 y 11 que son los Jue
estdn  cerca del tubu de infoculo y del tubo de salida  del
wedlo, y conforme progresa el cultivo su distribucifn se
extiende hasla abarcar Jos siguientes cuadrantes. Cnando
el indculo de E.  invadens fue de 1119 anibas, & dfas de
crecimlento  aclivo  fue  Ciempo suficiente  para qua  la
distritmeifing e Yas  amibas en la care inferior de la
chmara alcanzara a formar una monocapa confluenty, lo cuat
indica que conforme progresa el  cullivo su distvibucidn
se extiende hasla  abarcapr todos  los  ctadrables.

Durante el desarroello de Jos microcultivos se  registraron
datos  del ndmero de amibag, velocidad de flujo del medio
de cultivo en la cdnara v, la temperatura de crecimiento,
tfigura 9). En algunos casus E. invadens se mantuve sin
crecer durante las primero 24-36hrs,al cabo de las cuales
inicid su muliiplicacidn siguiendo una cinética
exponencial. El tiempo aparente de 5enerac16n medio gue se
observd para E. fnvadens Tue de 26-28hrs. Fn el desarrolio

de los microculilivos de E invadens se utitiz& un
incubador Jntegrado al microscopic para  mantener la

temperatura de crecimlento a 26°C. Come no se  tenfa la
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ultradelgada. FJ] Inserto muestra la localiza-
cidn de los cuadrantes  en los que se
dividid la cdmara. {1),tubo de alimentacién;
(2}, tube de descarga; (3),tube de tndculo.
Kl cuadrante I se localiza frente al
tubo de indculo; el cvuadrante T1  se localiza
frente al tubo de  descargéa; ol cuadrante ITJ
e locallza frente al tubo de alimentacién y
ej cuadrante IV se localiza colindonte & los
cuadrantes 1 vy I111. Las barras del histograna
representan la digtribucidn de las amibas (%
del total de amibas), en la cfmara a los 7
dfas despuds de inocular 24 amdbas.
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FIGURA §.Curva de crecimiento de K. invadens. Se regisiréd

el fiujo del medio de cultivo a la chmars, y
la temperatura de crecimiento. €1 indcule
inicial en este microcultivo fue de 598
amibas. Le gréfica muestra un cultive con
4bhre de crecimiento activo. o nlmnero de
amibas; e Temperaturs en °C; O Flujo del
nedio de cultivo en gotas por minuto.
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posibilidad de medir la  temperotura de la chiara  de
microcultivo en una forma directs se decidid colocar un
serpentin metdlico a la milad de la longitud de la tuberfa
de leflén que lleva ¢l medio de cultjvo a ja chmara, el
serpent{n  se Mantuvo sumergido eh unh vaso Jde precipitados
que conlenfad marcurio para que al fluir por &) el medio de

cultivo se wcalentars y pdiera mantenerse  cutslante  La

temperatura de fute durante =l erecimiento de E. dinvadens.

Fl vaso de precipibadeos  (20mt de capacidad), contenlbemdo
mercurio, un Lcrmémntru y, sumergido en £1 un serpentfh
metflico colocade en la corriente du aire caliente que

mantiene estable la temperastura del incubador adaptado  al

microscopiv,
En los EApETE me oS realivados won B, histolyiica
inicialmente EL thaculd un ndmero prqueno e

amibas pars observar gu crecimiento y distgbucidn durante
un tiempo lergo. Ser reallizaron &  experinentos e

crecimiento con E. en donde el ofinere  de

amibas en =) indculu se varid de S a 485 y el tiempo de
generaclén wed Lo fue de 23 -~ Z2ahrs, Sex Lomatap
fotografiss de) crecimiento de Jos organismos en la cdmara

der microculitivo, Le {igura 10 maestra un culilivo Jde  E

histolytlce creciendo en la cdmara 32hes  después  de

haberse inoculado 180 amibas. Se puede olservar Lambidn

parte de la retfcula grabada en el fondo Jde la cdmara de

microcultivo. En Ja figura 11 se muesira un cultivo de E, -

histolytica creclendo en la cdmara de microvultivo 24hrs

57



58

Figura 10. aspecto microscépico en contraste de fases de

un microcultive de Eptamoebs histolytica 3zhrs
después de haberse inoculado 180 amibas. Las
amibas exhiven una morfoloxfa normal, se apre-
cia claramente la membrana celular rodeando al
citoplasma granular con gran capacidad para
fluir en todas direcciones. En general el cul-
tivo presenta uniformidad morfoldgica. Las (le-
chas indican la presencia de los aglomerados
incipientes de amibas que se tormen alin sin que
ge haya producido una mnmonocapa contfluente, FEJ
rayado que se observa corresponde a una parte
de la retfcula grabada en e) fondo de la cémara.
Barra = 50 uyn.
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Figura 11.Aspeéto micrmsgépjﬁo en  contraste de fases de

un microcultivo de Enlamoeba histulytica 24hrs
después  de haberse inoculado SO  amibaz. lLas
amibas exhiben uniformidad worfoldgica, se
aprecia claranente su membrana celular y su
citoplasma granular. La presencia de mdltiples
pseuddpodos jndican que las amjbas  estaban en
movimiento. El rayado que 8Be obgerva ¢orres-
ponde a una parte de la retfcula grabada en el
fondo de la cdmara. Barra = 25 um.







despuds der haberse inoculada 50 anibas. En amtiag
fotograffas  Jas amibur exhiben  caraclerfsticas  hormaeles
tanlo respecle a su morfologla comoe vespecluy & 30
movilidad. La distribucidn de F. histolytica =n la cdmara
al cabo de 3 dfas de crecimiento activo cuande el  indeulo
inicial fue de 180 amibas, fue similar a la observada para
E. invadens localizdndose €stas preferencialnpente wn Jos
cuadrantes I y IT que son los que estén cerca del tubo de
tnéculo y del tubo de salida del medlo ¥ conforme progres@
el cultivo su distribucién se extendid hasts abarcar los
siguientes cuadrantes,  sin embargo, E. histolytica mostrd

tendencia a formar aglomerados aun antes de gque se formara

unpa monocapis  confluente. Cuando el indaulo  de [
histoelytica Cue de 485 amibas, S dfas de  creclmiento
activo fue tiempo suficiente para que Ja distribucidn  de
las  oamibas  ocupata el Lotal del volumen interior de la
clmara (444mm™) . Se  registravon  datos  del  nfmero de
amibas, velocidad del flujo del medio de cullivoe en la
cédmara vy, Ja temperatura de crecimienco, (figura 12).
Tambidn se observd que E.  histolytice B2 manbtuvoe sin
crecer durante las primeras 24-36hrs, al cabo de las
cuales inicid su multiplicacidn siguiendo una cindtica
exponencial. El tiempo aparente de generacidn medio paca
epts amiba fue de 23-24hrs. La temperatura de crecimiento
de E. histolytica se mantuvo tambidn empleando el

incubador integrado &l microscopio y el serpentin metélico

sunergldo en mercurio para calentar el medico de cultivo en
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FIGURA.12.

Curva de crecimiento de E_. histolytica. Se
registrd el flujo del medio de cultive a la
cédmara ¥y la temperatura de crecimiento. El
indeculo inicial Tue de 485 amibas vy el nimero
final fue de 16,512 amibas. La gréfica
muestra un cullivo coun 120hrs de crecimiento
sctivo. o ndmero de amibas; e Temperatura en
°C; [0 Flujo del medio de cultive en gotas por
minuto.
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este A0 o A7 0, B Chijo del medio e cgibivo Se mantuve
durante la mayur(ﬁ e Jon microcultivan de erta especie a
4 gotas/minuto, (O.leml/annuto),  Eb Zgetneral una
pasé la elapa  fnivial  de crecimient o lenta Jog

microcultivos tants o E 0 ilwvadens cono de B

aAvmEntaron en fner o siguiende unag g

tica axponencial. Se
. . - - Id .
mantvieron jos onltives contimos por mds e 20 dlas sin

e se presenbara conleninacidn.

C. Inducoidn dal anquistamiento de Entanewba Lovadens en

microcultivos.

Los faclores Ltanto pulritiocnales como anblantales qoe

controlan el el istanlento ez culttivatla

in vitro han sido estudiados esporddicaemente a lo  largoe
de) tiempo. Dentro de ios factores que se han considerado
como participantes e=n el fendneno deé enquistamiento estin
la disminucidn en la cantidad de nutrientes, ) actlimulo de
catabolitos vy el aumento =2n la  densidad  celular, (M
Cornachie, 1969). Se descrilod un mérodu para blucin ol
enguistamiento de  E.  invadens en  coisdiciubes axdiicas
(Rengpien y Bailey, 1975 ;Railey v Rengpien, 19805 0 basado
en la dismipucidn de e osmularidad  de)  medio,  Frtos
aubores congluyeraon e el chogues chamdt o e el fprimeipal
factor que conLrola &) enguistamiento. Reclentemente se

descrlblé otro método para inductr »1 enquiscamniento de g,
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thvadens en condiclones axdoicas Ve de Lara-Cisneros
vy Arreva-RBepovich, ta84) Fste mfiodo wonmiste  wmy o el

enpleu del wedio habiitual de crecinienta pars  teofodoflos

pero desprovislo de gluc

a. FPslos autures encont r 4o que
' s . . -

cuando  Te  glucosa se ool bia sn =1 medio e Ccreeimienbo

dote  adn tenfa de 100-280hg/m) Jde esta hexosa debido a la

Blucosa presante en <1l suero bovino,  Egbos mismos asutores

realizaron  experimentos  [Hra probox 1 Ja fuente de

carbona vuoel medio influfa en s Lisfrceidn del
enquistamiento e eHtay urgang sos para lo cual,

emplaaron células creclendo activamente sn medio normal,
transiitidndolas  despuds o diferentes  medios, bien  en
augencia de plucose e 25 la Tuentae principal Jde carbono
del wmedio gormal o Lien donde la glucosd fue sustd Luida
por sacarosa, sorhosa, glicevol, acelato,  lactato o N-
acetilglucosaming.  Se obswervd que en ausencia de  plucosa
21 engquistaniento en un cnlvivo (e masive, Los resultados
fueron similares cuendo ke afiedid sacarasa o serbosa  en
lugar de glucosa. Todus estos estudios fueron  vealizados
en siblemas cerrados, por esia rendn s Inleresd SNEAYAT
ta induccidn del enquistamtento de E. invedens en un sis-
‘tema abierto en dowwde ¢l medis de enquistamientc  presenta
caracter{sticas cunslaptles. F) desarroilo de microcultivos
continuos de  Entemoeba en cdmara ultradelgada bajo
condiciones muy controladss hizo posible el ensayo del
enquistamiento de F. ipvadenhs en presencia de un medio de

enquistamienta de caracterfuli cas conslantes, Se
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realidaron 5 experimentos de engquistaniento de B

en  donde el nfinero inicial Me amibas tus de 1500

dejéhdasa duplicar Lot as pur 3 a 5 generaciopes vy oa Liewpo
cero  se  ndnjo su enguaistamiento mediante el caumbio del
medic de crecimiento por el medio de enquistamienta . El
primer medio de enquistamlento gque se utilizd (ue el medio
TYI-$-33 desprovisto de glucosa, de acuerdes o) nétodo
repoyrtado por Vézquez de Lara-Clisneros ¥ ALTOyo-

Begovich, (18843, Se enpled oo cwltive con oun inGoulo

inicial ez 1500 ammihbas el cual se dedd duplicsr
por % Balerac iaies v oa [y CEnQ ter indujo
s emuistamiento mend Latile 2l wcamb o del medio Jde

crecimiento  por el pedio de engquisfamienle  anteriornente
descritu. Bste medlo de enquistanience sw deid circular o
la cdmara duranle a48hrs para inducir e] enguistamiento de
la amiba. En estas condiciones se observd la aparvicidn de
un procentaje bajo de quistes obleniémiose solo un 3% del
total de las cdlulas presentes en el wmicrocultive al
tiempo de ipducir el enguistamiente. Fste porcentaje fue
muy bajo comparado con el 70-290% reportado por véunez dex
) Lara-Cisieros ¥y Arroyo~Begovich en 1984, Pe acuerdo & Jog
resultados  onteriorrs y  a la Observacidn de los autores
menci onados aplerjiornenle 8] mnedio de engquistumient ;ﬂn
contenfa de 100-2%0ug/ml de  esta  hexosa, se decidid
primero  perailic que Jas amibas se expusieran al medio de
enquistamiento Baje (tujo constante Jdurankte  2hes y

sepundo, sge detuvo totalmente el 1iujo de esle medio para
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permitir qgue las awibas utllizaran 1a glucoss residual oy
la aspotaran. Fo estas condiciones se esperaba detectar un
avdnento en el porcentaje de guistes produc idos . Enpledando
un cultivo con un indcule iniuial de 1800 amibas, se deid
dupllicar éste por 5 generaciohes y o  Clempa  cero  se
indujo sy engquistemniento cambiando el nwedio de Crecimiento
por el medio de engquistamiento bajo  las  condiciones
anterjormente mencionada . Lo restl tados oblenidow
indican que el porcentaje de quistes  producidos  fue
semejante al obtenido previumenle, al parecer na basta con
eliminar 1a glucosa del wmedico para 4que las amibas
se enquisten eficientemente. Se decidid probar tambidn el
medio de enquistamiento reporiado por Rengpien y  Bailey,
(1975), agregando de lg de sacarosa por cada 3100ml de
medio. De acuerdo conh lo anterior se utilizd este ndtodo
de enquistamiento en un cultive con  un indeula dnicial de
2500 amibas el cual se dejd duplicar por 3 genevaciones vy
a tiempo cerov se indujo su enquisiamiento canbiando e]
med Lo de crecimienlo por el medio de enquistamiento. Este
medio e dajé fiunir en la cdmara de microculisivo por 48hrs
fin que se gbsBervara camnbio en el rendimiento de quistes.
se formé ‘solo un 5% del total de quistes esperados.
considerando qgue en los cultivos viejos se puede obsarvar
la presencia de quistes y, que quizds la sefal pars
iniciar el enqulistamiento sea una sefial de origen quimico
que necesite acumularse en el medio de enquislamiento que

cireunda a las amibas, se decidid probar de nuevo el
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mismo medio Jde

eguistAan tento desatsdo ahiora que <Ll onlvive
convinuara sin Ja circalacidn del medio. En un cultivo con
un ipnoculo inicial de 3400 amibas, se permitié que dstas se
duplicaran por 2 generaciones y a tjempo coru se jndujo su
enquistaniento medisnle @l cambio del medio de crecimientos
por el medio de  enquistamiento dejande circuwlar  &ste
hasta wue se recanbid 10 veces el volumen total de la
cdmara de microcultive v a continuascion el flujo del medio
s deltuvo Lotalmente, Se deJJ al microcultive sin recambio

des]l  wedio de enguistamiento Jurante 38hrs Al cabo de  las

- 4 - P
cuales  se  ubmervd s APAat e o der auisies Daabien ea un

porcentaje b jo, soju o un J0R del  total  de guisles
esperados . En geleeral Tos  medios e ehguistanitento
ensayasdos 31 pRErS microcultivos Pata indueiy 2]
enquistamiaento de E. inyadens mostraron resultados

semejantes: la produccidn de un bajo porcentaje de guistes,



I¥. DISCUSION

Durante machos afios la dnics [orma en la que se  han

cultivado a las amibas del género Eptamoeba ha sido  en

matraces y tubos de epsaye . Se les ha estudiado desde el
punto de vislLa bioqu{mico. de su bLiologfa celular,
inmunol&eico, epidemioldgice, ete. (Maclaughlin y Aley,
198%; Mosy y Vesvesvera, 1986; Raudin eb a) , 1986). Pero
adn  se desconuce en gran parte como se induce el (endmeno
de diferenciacidn celulal para ques la amjlia se convierta
en quiste. El desarrallo del sistema de wicrocultivo para
Entamgeba mediante el empleo de cdmaras ultradelpadas de
cullive que #e describe dge realizd  con el fin de me jorar
las  condiciones de cullive de este género  de  amibas
mantenjendo constante la cumposjcjén del medio de cultiva
sin disminucidn de sus compoheples ni acumutacidn
de productos del catabolismoe de la amita y asi
facilitar el estudic de la diferenciacidén de la amiba. Los
resuliados obtenidos muestiran que fue posible construir up
digpositivo para el awilcrocultiveo de Entamoeba donde 1las
caracter{sticas del medio son constantes. En este
trabajo sblo wse muestran los 3 prihcipales  tipos de
clmaras que s@ construyeron gun  cuando  Se hicieron
muchas varijantes de ellas. Después de upa larga bdsqueds
del material éptimo pera la construccién de 1as cdmaras se
obtuvo un resultado sastifactorio cou la cémars tipe C.

El empleo de 1la tuberfa de tef1dn y del hule de “silicon”
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coamo sellador permirld que 1a cfnara de microcultive v el
resto del sistema pudieran per egters lizados  ya  armados
evitendo Jde esta forma la contaminacidn de los  ocuitivos.
i.a cémara ultiace!gacla tiehe paredes dp|jvamvnl~
transparentes vy suficimntemnents delpadaes 2n las gque  aun
Jos  objeltivos de  alto poder pueden utilizarge para la
GLSePYacidl de 1os organisidos,  Ciede Lanbidh una ret{cula
grabada en su parte Jinlerior como reflerencla para poeder
contar a los organispos &=n creciniento  en sy interior, se
pueden hacelr Jas conexiones necesariag en el sistema para
permitir gue &l medic en circulacidn en la clmara  pueda
ser cembiado por otro,s5in que se plerda Ja esterdlidad, la
temperatura  del medio puede ser controleda con  precisidn
al jguel que la velocidad del Flujo de Este.la cdmara Lipo
C. cumple con las caractaer{sticas que se contemplaron desde

el principio y sobretodo, el material para su construceidn

T

s fdcil de  conseguir, de manipular v es de  precie
accesibie. En  peheral en diferentes Jabor aturios el
cultivo de las amibas s ha realizado wiy sistepas cerrados
ent donde no hay recambio del medio de cultivo,es decir, en
donde  hay acumulacidn de los desechus metabdlicos de  las
amibas COme por  ejemple  doidus orpénicos vy otros
catabolitos. El sistema de mlcrocultiveo que se deseribe
en esle Lrabajo e¢s un wsislema abierto en el cual hay urna
circulacidn constante el mediu de cullivo en la cfmara de
microcultivo evitando as{ Ia acunulacién de desechos

propios de la amiba y el apotamiento de les componentes
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el medic,  pudidose mentener eglLivos contineos por nds

B ’ . . . .
de 30 dias w10 gue se prasentas conleatminacidn ol sune. Fn
los cultives tantu ae K. Invadens cone de B histolybica

se  observd un crecimiento tento sepido de upa [ase  de
mulliplicacidn rdpida. Fn general en microbiclogia, los
cultivos de mictoorpganismos muestran un creclbmiento que
puede dividirse en tres fases: la fage Jag, la fase
exponencial o de crecimiento y la fase estaciuhavia, EL
perfodo de Liempo llomado fase lag puede  ser breve o
extendarse por Liempo largo dependiendo e las condiclones
prevalecientes an el cultivo.la fase Tag usualmenle ocurre
cuando  las  células se ajustan al  wedio de  crecimiento
nuaevo, este ajuste puede ser debido d que requieren de la
producuién e las enzimas mrcesarias para la conversidn de
los nutrientes presentes en ] medio de cullivo en Jos
monomerys  nhecesdarios  parta 21 metabolismo del crpanismo
migmos gque no estdn presentes en el nedio de cullivo nue-
vo, La duraci&n de  la fase expopencial o de crecimiento
depende de la temperatura y de la composicidn del medio de
cultivo y, tambidn de las caracter{sticas del organismo
mismo, ya que en un sislema cerrade el crecimiento
poblacional no puede darse indefinidamente. La Fase
estacionéria es Ja fase en la cual no hay un  incremento
netoe en el nfmero de las cflulas aunhque  algunas  pueden
continuar von  sus  funciones incliuyenido e eabir 13 wme
energélico y  algupos  procesos  blusintfticus. La  Fase

estacionaria me extiende indefinidamente o poexle  estar
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segulda pur la Fase de muerte b 1A que los ordanismos del
culiivo  mueren por diversos factores coma por sjempldo por

la  acumulacidn de produclos de s catabollsmo,cambio e

pH,ete. (Arock el al,1986). Foocontrlasie vn un sistema Jde

cullivo como e e preSenlanos dgue es un Sistens abier Lo
el el cust las caracterist ioas el medio de cullive,  la
temperatulas ¥yl flujo del nedio de crecimiento son
constankteys, 1n {crse de crentinisnlo piede larse
indefinidamente.  La Gonica Jinmitanle es la capacidad de Ja

cédmara.  Coando Lo poblacidin de anibas Tlega o ocupat el

total de la navidad e =) cnantificacidn

microscSpica se torna imposible, por lo que fue atefeil

evaluar variacionas en  la poLlacidn de  amibas en la
-4 . . . . ) LA 4
camara una  ved Jue al vizluinen de eata Qg
ocupado Lotalmente. La observacidn de que  en  Jos

microcultivas de Epntamueba se requleren de 24-36hres  para
tniciar =su crecimienio, se debe probalilemente a gine  las
amibas  requiseren  de oun ;»em’mlo de induecidn en el que
ést.—xs formen  las =n<2imas  necesarias  para sobrevivie

adecuadamele en ¢ nedio de cullivoe gque por estar Fluyendo

exhibe caracter{sticas constantes,

Durante e) desarrolbo e dule Lralwjo 5e
establecieron las caracterf{sticas que S22 conslide-
raron importantles Ltanlo para e) funcionamiento

th imo del sistewna Jde microcultive como para =1 desarraello
de  loz cultivos continuos en condiciones muy controlaclas

en la clmara de microculilve, procurando no alteratr las

73



Caracter {sticas normales de Cres imientu de los wrganisnos,
COMO v gl vl vatl e Jos o mlor voenibivoes, Fas amibog
exhibieron  una moriologfa normal observdndose ¢ lavamenle
su membiaie wcelular, 50 iloplasme mranular,  su onfcleo v
umerosos  pseaddpodos. Bl desareollo de  anicrocultivos
conlinues de Fnbtanoebs wh Jas condiciones desclitas  abyib
Ya pogibididad de investigar Ja induceidn des}

un medio de euguistamiznto de caractecfeticas constantes,

los experimnenios Tesaliradon  paréa la  induccaréin de)
sngirishamiento  de E. invadens exhibievton un rendimieato
T Jo e e e, Al ciladido s eisayatral T
grocedipientos e ety EIY Tepoptoelos prata
inducirio  Rengpien vy Baliley, 197y VAzgae e
Lara-Cisneros y Arroyo-RBegovich, 1898a).  Cuando se wmpl ed

2l medlo de engquistaniento eeporlado por Vﬁequez de  Lara-
Cigneros Yy Arrayo-Regovich, (1984a), el purcentaje  de
Gquistes producidos (ue de 3% del Lobal especado,. Cuando se
emp)e& el médudo reportado pur Rengpien y Baijey, (1978%),
el rendimiento de quistes obtepide tie de 5-107% del total
de: quistes esperados. Rl bajo rendimiento de quistes
obtenido  en nuestras condiciones de cultivo podr{a
deberse a que el medio de cultive adn sin Ja adicibn  de
glucosa contiene de 100-250pe/nl de esta hexosa debido a
Ja glucosa presente e e] suero bevine.  Sin embargo, la
presencia  de glucose en el asdio de engqulstamiento no (ue

] Tactor limitante para que la amibé  enguigtara  puestlo
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que  en  los experinentos de enguistamlentd en los gue s
deid a las amibag Sin pecambio del medic pavta permitic que
dstas agotatran la cantidad de pglucosa resudsal, no ge
observd la prnduccjén Masive de quistes. Fn Jos diferentes

métudus de U iLstamiento que s han eepotrtadn indica

que &) rendimiento Jde (qujisles g mAxino cuaidy las  amibas
a las gue 52 les va inducirv el enguistemiento provienen de

sheutnlra en el Aluinge tercio de 1o fase

up cultiveo qué s
der crecimienly aclivoa, s posibles que 2l bajo renpdimiento
de quisies que observamos en miestiros experinentos se deba
a que  las  awibas en nuestros cultivos est;n creciendo
activamente v no disminuyendo la velocidad de crecimiento
como  sucede en el dltimo tercio de la fase de crecimiento

active en un cullivo cerrado.

Aﬁn cuando Calta mucho para precisar  las condi-
cianes Splimas JsES ot inducir el endgul stamiento
de la amiba en el sistema de microcultivo

que se describe, las caracleristicas de éste habran  de
permitiv  Lnvestigar las diferentes variabies por sepavado
debido a que la Jlave de cdos vias que se encuenlra en el
punto  de alimentaciﬁh de medio a la cdmara facilita el
angayo  de Jos medios de engquistanienic de  dJdiferentes
composicionegs va que el medio en cirenlacidn en 1a  cdnavae
puede ser cambiado rdeiinente por olre £in que se  plierda
1a esterilidad en 21 sistems de microcultive,

£l sistema de microcullive de

amoeba gque se  describe

gepguramnente permjtiré en el futuro ampliar el conocimiento
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V. CONCLUSIONES

El sistens de culitive gue se Aesartolld es uns  Lnbovacidn
Que hasta la fechs no se ha reportado en la  literatura
ningdn trabajo semejante a dgle

El mBistems que se diseid of rece gramies ventajlas para el
desarrollo  de microcullivos de  Eptameeba  de  duracidn
prolongada  sin riespo de contaminaec debida g que  su
disefiu  y el material emplesdo en su construcidn  permiten
que el sistema pueda ser  estertlizado  complelamente
armado.

En este sistemna Ja morfologfa y creciniento Jde las  anibas
se  purde  obsetvar microscdpicamenis en [orma conlinua vy
mediante  la retfouia grabiads en Ja clAmara de  orecimiento
se puede determinar cuantitativamente el nfmervo de  anibas
presentes en ab Lienpo Jdaddo.

Una ventaja particubarmente impoctante Jde  este sistema
consisle  en gue se tratas de un cultive contiouae donde las
caracter{sticas del medio son constantes sin que se agoten
componentey de €stle o se acumulen productos del
catabolismo de las amibas.

El digafio del  sistema ofrece o ventaja dz poder
substitulr un tipoe de medio por otro  con  raplde=z, sin
riesgoe de contaminacidn v sin variacién de Ja velocidad de
tlujo de €ste o cambio de tempaeratuta.

En la induccidn del enquistamiento de E. jinvadens se tuvo
axito parcial, por lo que se reguiere de mdés Llnvestligacidn
para  precisar  las carvacler futicas dptimas del medio de
epquistamienlo para 2ste sistemas.

En general el sisltema de microculiive de Enlamueba que se
desarrolld ha de Facilitar #1 estudiv de 1a sincronizacidn
de  cultives de este nrganismo  asf cams permitiré
profundizar  enh el congcimienls de la difervenciaciéh de 1a

amiba.
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