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RESUMEN 

Se estudió la prevalencia de E. histolytica y E. dispar en 2 comunidades muy cercanas 

entre si, en el estado de Morelos mediante microscopia y PCR. Por microscopía se 

encontró que la prevalencia de Eh/Ed en Casahuatlan fue del 14.5 %, mientras que en 

Cuahuixtla fue del 12.8%. Por PCR se encontró que la prevalencia de E. histolytica fue 

mayor que la de E. dispar en ambas comunidades: 32.6% en Casahuatlan y 13.8% en 

Cuahuixtla para E histolytica, y 9.9% en Casahuatlan y 9.7% en Cuahuixtla para E. 

dispar; la prevalencia de infecciones mixtas (E. histolytica y E. dispar) fue del 4.5% en 

Casahuatlan y del 2.4% en Cuahuixtla. 

Se estudió también el polimorfismo de los segmentos repetidos en serie de los genes que 

codifican para la quitinasa y la proteína rica en serina a partir de aislados en medio de 

cultivo de Robinson de E. dispar de ambas comunidades. Para el gen de la quitinasa, se 

identificaron 13 genotipos en 59 muestras analizadas mientras que para la proteína rica en 

serina se identificaron 34 patrones distintos en 67 muestras analizadas. De todas las 

muestras estudiadas (85) solamente en 50 fue posible caracterizar ambos marcadores 

(quitinasa y proteínas ricas en serina) lo que generó 33 genotipos distintos de los cuales, 8 

se identificaron únicamente en Cuahuixtla y 23 únicamente en Casahuatlan; solo 2 

genotipos se identificaron en ambas comunidades. Se muestra también en este trabajo la 

utilidad de estos marcadores en estudios epidemiológicos. 

De igual forma se muestran los resultados del estudio del segmento repetido del gen de la 

quitinasa de E histolytica obtenida de portadores asintomáticos así como de pacientes con 

absceso hepático amibiano. Tanto para E histolytica como para E dispar, se identificaron 

genotipos del gen de la quitinasa que no se habían reportado previamente. Nuestros 

resultados sugieren fuertemente que en algunos casos, la infección tanto por E. histolytica 

como por E. dispar puede ser policlonal. 
 

 

 

 

 



 

 

ANTECEDENTES 

Entamoeba histolytica, agente causal de la amibiasis en el humano, es un parásito que 

tiene un ciclo biológico muy sencillo, constituido por una forma quística que además de 

ser una forma de resistencia del parásito es la forma infectante, y el trofozoíto que es la 

forma móvil del parásito con capacidad de colonizar y en algunos casos invadir la 

mucosa intestinal u otros órganos del huésped. La infección ocurre por ingerir agua y/o 

alimentos contaminados con quistes del parásito que a su paso por el intestino 

desenquistan y colonizan la mucosa intestinal en el colon. Por mecanismos todavía no 

bien entendidos, los trofozoítos pueden transformarse en quistes y ser excretados con las 

heces, completando de esta forma el ciclo biológico. Por mucho tiempo E. histolytica fue 

considerada como un organismo primitivo por carecer de mitocondrias, aparato de Golgi, 

retículo endoplásmico bien definido y poseer un metabolismo energético similar al de las 

bacterias. Sin embargo, estudios mas recientes sugieren que la falta de mitocondrias fue 

un fenómeno secundario [46, 72] y su localización filogenética varía dependiendo de los 

genes que se utilicen para su análisis [9, 18]. Seguramente su clasificación taxonómica irá 

cambiando en la medida que se tengan más datos genéticos del parásito, pero lo que 

queda claro es que su clasificación basada en criterios meramente morfológicos es 

obsoleta. 

A pesar de no contar con datos recientes, la amibiasis se sigue considerando como una de 

las principales causas de mortalidad y morbilidad en el humano a nivel mundial [49, 69]. 

En México, de acuerdo a un estudio seroepidemiológico relativamente reciente, se 

encontró que el 8.41% de la población tiene anticuerpos anti-amiba, lo que demuestra la 

alta frecuencia del parásito en nuestro medio [14]. Actualmente, se sabe que existen 2 

tipos de amiba que morfológicamente son indistinguibles pero que por métodos 

bioquímicos [11], inmunológicos [53, 56] y del análisis de sus ADNs [30, 65, 69], se ha 

comprobado que son 2 especies diferentes; baste decir que la distancia genética entre los 

genes que codifican para la subunidad pequeña del ARN ribosomal de estos 2 

organismos, es comparable a la que se encuentra entre el humano y el ratón [21]. Estas 2 

especies distintas son: Entamoeba histolytica agente etiológico de la amibiasis y 



  

Entamoeba dispar que no se ha asociado con procesos de daño tisular ni de invasión y se 

considera como un microorganismo comensal en el tubo digestivo del humano [17, 76]. 

Esta nueva clasificación ha hecho necesario revalorar los estudios sobre epidemiología de 

la amibiasis que no consideraban la existencia de estas 2 especies de amibas y ha 

impulsado el desarrollo de nuevos métodos de diagnóstico que permiten distinguirlas 

[70]. 

Desde hace varios años se han hecho estudios sobre el genoma de E. histolytica lo que 

permitió determinar que sus cromosomas no se condensan en la forma típica y que su 

tamaño varia de 0.3 a 2.2 Mb, aunque se han reportado diferencias en el tamaño de 

cromosomas homólogos a partir de distintos aislados [77]. De igual forma se determinó 

que el parásito posee un genoma haploide de aproximadamente 20 Mb [10]. Sin embargo, 

existe incertidumbre sobre su ploidía y por lo tanto del número exacto de sus 

cromosomas. Recientemente se concluyó con la secuenciación del genoma de E. 

histolytica que es un avance importante en el conocimiento de este parásito [44]. El 

proyecto del genoma de la amiba ha permitido conocer entre otras cosas, que su genoma 

está constituido por 9938 genes con un tamaño promedio de 1.17 Kb, que solo el 25% de 

los genes contiene intrones y que solo una cuarta parte de éstos son múltiples. El 

conocimiento del genoma de E. histolytica abre nuevos campos para el estudio de este 

parásito [26, 71]. 

De igual forma, se han hecho estudios para determinar los mecanismos que utiliza el 

parásito para invadir y causar daño tisular en el huésped; sin embargo, a pesar de que se 

ha progresado mucho en este sentido, todavía no se conocen con precisión los 

mecanismos y el desarrollo de los eventos que ocurren desde la colonización hasta la 

producción de necrosis tisular como en el caso del absceso hepático amibiano [1, 45]. 

Algo que ha llamado la atención desde hace mucho tiempo es el hecho de que no todos 

los individuos que se infectan con E. histolytica desarrollan la enfermedad. En la primera 

mitad del siglo XX Brumpt hizo esta observación y propuso la existencia de 2 tipos de 

amiba una de las cuales era patógena y la otra no; su propuesta fue muy cuestionada en su 

época y no tuvo los medios tecnológicos para probarla [28]. Con el paso del tiempo y la 

obtención de información procedente de la investigación en torno a la amibiasis, se 

demostró que su hipótesis sobre la existencia de 2 tipos de amibas morfológicamente 



  

indistinguibles era real y que se trataba en realidad de 2 especies distintas: Entamoeba 

histoytica, agente causal de la amibiasis y Entamoeba dispar, parásito comensal del tubo 

digestivo [28]. Aparentemente este hecho explicaba el porqué un gran número de 

personas clasificadas como portadoras de amibas no desarrollaban la enfermedad. Sin 

embargo, aún después de que se utilizaron métodos que podían distinguir entre E. 

histolytica y E. dispar, se continuó observando que no todas las personas infectadas con 

E. histolytica desarrollan la enfermedad [2, 48], lo que sugería que factores aún no bien 

identificados, tanto del huésped como del parasito, podrían estar involucrados en la 

evolución de la infección parasitaria hacia un proceso invasor. 

Con relación al huésped, Pérez-Rodríguez y col. [51] observaron una asociación entre el 

alelo HLA-DR3 y el complotipo SC01 con una mayor frecuencia de abscesos hepáticos 

amibianos en una población de niños mexicanos. En cambio, Duggal y col. [29] en un 

estudio realizado en Bangladesh observaron una asociación protectora entre el alelo 

DQB1-0601 y la infección por E. histolytica. Por su parte Padilla-Vaca y col. [50] 

observaron que la adherencia y el efecto citopático de E. histolytica se veía modificado 

por la cepa bacteriana con la que estaba en contacto el parásito y por lo tanto concluyeron 

que la flora del tubo digestivo del huésped podría influir sobre la virulencia del parásito. 

Sin embargo, todavía no se ha podido comprobar que algún factor del huésped esté 

involucrado en la resistencia o susceptibilidad a alguna de las formas de la enfermedad. 

Al igual que como ocurre con otros agentes infecciosos, se considera que dentro de E. 

histolytica deben de existir cepas con diferente virulencia, lo cual explicaría porqué no 

todas las personas infectadas desarrollan la enfermedad. Hasta el momento en E. 

histolytica no se han identificado microsatélites los cuales son secuencias repetidas en el 

ADN de algunos organismos que se han utilizado para la identificación de individuos 

dentro de una población. Sin embargo, sí se han identificado otro tipo de segmentos 

repetidos como los que se encuentran dentro de los genes que codifican para la quitinasa 

[27] y la proteína rica en serina [63] ó el gen específico de especie [13], que han 

mostrado ser de utilidad en la identificación de variantes dentro de E. histolytica y E. 

dispar [23, 33]. Por su parte Clark y col. [20] encontraron que asociados a los genes que 

codifican para los ARN de transferencia se encuentran algunos segmentos cortos 

repetidos en serie que también son de utilidad en la identificación de variantes en E. 



  

histolytica y E. dispar. En la actualidad existen ya algunos reportes enfocados a la 

búsqueda de asociaciónes entre los distintos marcadores que permiten identificar 

variantes en E. histolytica y las características de la infección; es decir, si la infección es 

asintomática o se trata de un proceso invasor intestinal o extraintestinal [8, 4, 35]. Sin 

embargo, los resultados publicados hasta el momento todavía no son concluyentes. 

En México, después del trabajo de Acuña en 1993 en una pequeña comunidad del estado 

de Chiapas [2] y del de Newton en 1997 con 48 niños en el Hospital Infantil de México 

[48], no se han realizado otros trabajos que determinen la prevalencia de E. histolytica y 

E. dispar en la población. Dada la extensión del territorio mexicano, la diversidad de sus 

ecosistemas, la diversidad genética y socioeconómica de sus habitantes y la variación en 

los índices de morbilidad por E histolytica en los diferentes estados de la república, 

resulta importante conocer la prevalencia de E. histolytica y E. dispar en las diferentes 

regiones del pais para comprender mejor a la epidemiología de la amibiasis. De igual 

forma, tampoco existen trabajos que identifiquen y caractericen las variantes de E. 

histolytica y E. dispar que predominan en nuestro país, lo que nos permitiría compararlas 

entre sí, así como con lo reportado en otras partes de mundo, lo cual, de nueva cuenta, 

nos permitiá entender mejor la epidemiología de la enfermedad. 

En este trabajo mostramos los resultados del estudio de la prevalencia de Entamoeba 

histolytica y Entamoeba dispar en 2 comunidades del estado de Morelos, así como la 

genotipificación de las de cepas de E. dispar identificadas y su posible uso en estudios 

epidemiológicos. De igual forma presentamos los resultados parciales sobre la 

tipificación de algunas cepas de E. histolytica obtenidas de portadores asintomáticos y 

personas con amibiasis hepática.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Estudiar la prevalencia de Entamoeba histolytica y Entamoeba  dispar en 2 comunidades 

muy próximas entre sí en el estado de Morelos y determinar el(los) genotipo(s) de las 

cepas identificadas, así como el de cepas de Entamoeba histolytica responsables de 

procesos invasores. 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

 

 Seleccionar los grupos de estudio 

• Portadores asintomáticos 

• Pacientes con procesos invasivos 

 

 Obtener el material biológico para la identificación, aislamiento y/o caracterización 

del parásito 

 

 Tipificar el parásito analizando los genes CHI y SRP 

 

 Determinar la posible utilidad de estos marcadores en estudios epidemiológicos 

 

 Correlacionar los genotipos identificados con las caracteristicas clínicas de la 

enfermedad 

 

 



 

 

 

HIPÓTESIS 

 

Las diferentes formas clínicas de la infección por Entamoeba histolytica se deben a la 

existencia de variantes del parásito con diferente grado de virulencia, las cuales se pueden 

identificar a través del estudio de los segmentos polimórficos de los genes de la quitinasa 

y la proteína rica en serina. De igual forma, estos marcadores nos permitirán realizar 

estudios sobre la distribución y transmisión de Entamoeba histolytica y Entamoeba 

dispar en la población, lo que nos permitirá entender mejor a la amibiasis. 

 

 

 

 

 

 
 

 



 

 

MATERIAL Y METODOS 

 

Protocolo. Este trabajo forma parte de un estudio longitudinal tendiente a evaluar la 

prevalencia y morbilidad de E. histolytica y E. dispar en las comunidades de Casahuatlán 

y Cuahuixtla, que se encuentran en el estado de Morelos, aproximadamente a 150 Km. al 

sur de la Ciudad de México. Los factores que influyeron en la selección de estas 

comunidades fueron: la tasa de amibiasis intestinal del Estado (en el año 2000, la tasa de 

amibiasis intestinal a nivel nacional fue de 1353.43 casos por cada 100 000 habitantes y 

en el estado de Morelos fue de 2210.81 por cada 100 000 habitantes) [62], el tamaño de 

las comunidades y la proximidad con la ciudad de México. Además, se estableció una 

colaboración con los ‘Hospitales 1° de Octubre’ del ISSSTE y el ‘Hospital General’ de la 

SS, con el fin de captar a los pacientes con diagnóstico de absceso hepático amibiano. 

Tanto los individuos de las comunidades estudiadas como los pacientes que ingresaron a 

los hospitales con un diagnóstico de absceso hepático amibiano, fueron entrevistados por 

miembros del grupo de investigación. En todos los casos se les explicó el propósito de 

nuestro estudio y las personas que decidieron participar firmaron una carta de 

consentimiento informado. El protocolo de investigación fue previamente aprobado por 

el Comité de Ética de la Facultad de Medicina de la UNAM, así como por los Comités de 

Ética de los hospitales participantes. 

 

Muestreo. A todas las personas que participaron en el estudio se les pidieron 3 muestras 

de heces de días consecutivos que se mantuvieron en refrigeración hasta su 

procesamiento. La presencia de parásitos se determinó por análisis microscópico directo 

de la muestra de heces, teñida con una solución de yodo al 4%. Posteriormente, los 

quistes se concentraron por flotación mediante centrifugación en una solución acuosa de 

ZnSO4 con una δ=1.19 (aproximadamente al 35%) [6]. Brevemente, las muestras de 

heces se homogenizaron en solución salina (SS) (NaCl 0.15M) y se filtraron a través de 

gasa para eliminar detritos. El filtrado se centrifugó a 500g durante 1 minuto a 

temperatura ambiente, se eliminó el sobrenadante y el sedimento se resuspendió en la 



  

solución de ZnSO4 y se centrifugó nuevamente a 500g por 1 minuto. El disco de 

flotación que se formó en la parte superior de la suspensión después de la centrifugación, 

se separó con una pipeta Pasteur. El material obtenido se lavó mediante centrifugación 

con solución salina 0.15 M, recuperando siempre el sedimento, hasta que el sobrenadante 

fue claro. Una muestra de este último sedimento se tiñó con yodo y se analizó 

microscópicamente para identificar los quistes presentes. La otra parte del sedimento se 

guardó en refrigeración hasta su utilización en la extracción de ADN. 

De igual forma, en los casos en que fue posible, las muestras de heces fueron sembradas 

en medio de Robinson [58] y los trofozoítos que crecieron se cosecharon por 

centrifugación a 300g para su posterior caracterización por ELISA y PCR. 

En los casos en que fue necesario, de acuerdo al criterio del grupo de médicos encargados 

de los pacientes con absceso hepático, el absceso fue drenado por personal de cirugía del 

hospital. Una porción del material colectado se sembró en diferentes medios de cultivo 

(Robinson, Lee, PY, LYI-S2) con el propósito de aislar al parásito; el resto del drenado se 

distribuyó en alícuotas y se congeló hasta su utilización. 

 

Extracción de ADN. Para la extracción de ADN, tanto los quistes como los trofozoítos 

fueron transferidos a tubos Eppendorf de 2 ml, lavados con SS y resuspendidos en 300 µl 

de solución de lisis (EDTA 100 mM pH 8, SDS 0.25%) [16]. En el caso de los quistes, 

los tubos fueron sometidos a 3 ciclos de congelación y descongelación (etanol-hielo 

seco/baño María a 37°C). En el caso de los drenados hepáticos, 150 µl del drenado se 

mezclaron con 150 µl de solución de lisis 2X. Posteriormente, a cada tubo se le agregaron 

3 µl de proteinasa K (20 mg/ml) y se incubaron 1 hr. a 55°C. Después de la digestión con 

proteinasa K, el lisado se llevó a una concentración de NaCl 0.7 M y 1% de CTAB 

(Sigma Chemical, Co St Louis, MO, USA). La mezcla se incubó 30 min. a 65°C y 

posteriormente se hicieron extracciones con cloroformo, fenol-cloroformo y cloroformo. 

El ADN se precipitó con etanol y se resuspendió en 50 µl de H2O. Finalmente, el ADN se 

pasó por una mini columna con Sephadex G-25 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). 

Los drenados de hígado también se procesaron con el equipo de extracción de ADN 

QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen Inc, Valencia CA), siguiendo las instrucciones de los 

fabricantes. 



  

 

Reacción en cadena de la polimerasa (PCR). Con el ADN obtenido y una serie de 

iniciadores seleccionados, se realizaron amplificaciones mediante PCR en mezclas de 

reacción de 20 µl, con el fin de identificar y caracterizar a la especie de amiba presente. 

Los iniciadores que se utilizaron fueron: RD, Psp; NPsp, SRPEh, nSRPEh, SRPEd, CHI, 

CHIEh y CHIEd (Tabla 1). 

 
Tabla 1 

Iniciadores utilizados 

Iniciador Secuencia 

RD5 

RD3 

GGAAGCTTATCTGGTTGATCCTGCCAGTA 

GGGATCCTGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC 

Psp5 

Psp3 

GGCCAATTCATTCAATGAATTGAG 

CTCAGATCTAGAAACAATGCTTCTC 

NPsp5 

NPsp3 

GGCCAATTTATGTAAGTAAATTGAG 

CTTGGATTTAGAAACAATGTTTCTTC 

SRP Eh5 

SRP Eh3 

CCTGAAAAGCTTGAAGAAGCTG 

AACAATGAATGGACTTGATGCA 

nSRPEh5 

nSRPEh3 

TGAAGATAATGAAGATGATGAAGATG 

TATTATTATCGTTATCTGAACTACTTCCTG 

SRPEd5 

SRPEd3 

GTAGTTCATCAAACACAGGTGA 

CAATAGCCATAATGAAAGCAA  

CHI5 

CHI3 

GAAS*AACAGAAGGAACACCAGG 

GGGAY+ACTAACTTCTGGCTCAG 

CHIEh5 

CHIEhEd3 

GGAACACCAGGTAAATGTATA 

TCTGTATTGTGCCCAATT 

CHIEd5 

CHIEhEd3 

GGAACACCAGGTAAATGCCTT 

TCTGTATTGTGCCCAATT 
 * S = C + G 
+ Y = C + T 

 
 
 



  

Los iniciadores RD son inespecíficos y amplifican un segmento de 1950 pb tanto en E. 

histolytica (cepa HM1:IMSS) como en E. dispar (cepa SAW760 RR) que codifica para la 

subunidad pequeña del ARN ribosomal [16, 22]. Los iniciadores Psp son específicos para 

E. histolytica, mientras que los iniciadores NPsp son específicos para E. dispar [16, 22]. 

Ambos iniciadores generan un segmento de 876 pb que es parte del amplicón RD. Con 

estos 3 pares de iniciadores, las condiciones de reacción fueron: Tris-HCl 10 mM pH 8.3, 

KCl 50 mM, gelatina 0.001%, MgCl2 2 mM, 0.2 mM de cada nucleótido, 0.025 U/µl de 

polimerasa (Ampli Taq Gold Polymerase, Applied Biosystems, Foster City, CA) y 1 µM 

de cada iniciador. La amplificación se realizó en un termociclador GeneAmp PCR 

System 2700 (Applied Biosystems, Foster City, CA) con 35 ciclos de 1 min. a 94ºC, 1.5 

min. a 55ºC y 2 min. a 72ºC. Para la amplificación con los iniciadores RD se utilizaron 2 

µl de ADN de la muestra; mientras que con los iniciadores Psp y NPsp se utilizó 1 µl del 

amplificado RD diluido 1:10. 

Los iniciadores SPREh y nSRPEh amplifican un segmento del gen de las proteínas ricas 

en serina de E. histolytica y generan fragmentos de 553 y 452 pb respectivamente en la 

cepa HM1:IMSS [8]. En ambos casos, las condiciones de reacción fueron: Tris-HCl 10 

mM, pH 8.3, KCl 50 mM, 0.001% de gelatina, MgCl2 2.5 mM, 0.2 mM de cada 

nucleótido, 0.025 U/µl de polimerasa (Ampli Taq Gold, Applied Biosystems, Foster City, 

CA) y 1 µM de cada iniciador. La amplificación se realizó con 35 ciclos de 1 min. a 

94ºC, 1.5 min. a 67ºC y 2 min. a 72ºC. Para la amplificación con los iniciadores SRPEh 

se utilizaron 2 µl de ADN de la muestra y para la amplificación con los iniciadores 

nSRPEh se utilizó 1 µl del amplificado SRPEh diluido 1:10. 

Los iniciadores SRPEd son específicos para E. dispar y amplifican un fragmento de 567 

pb del gen de las proteínas ricas en serina en la cepa SAW760 RR. Las condiciones de 

reacción fueron las mismas que las utilizadas con los iniciadores SRPEh, solo que en este 

caso, la temperatura de alineamiento fue de 64°C. Cuando los resultados no fueron 

claros, se efectuó una reamplificación con los mismos iniciadores y 1 µl del amplificado. 

Los iniciadores CHI amplifican un segmento del gen de la quitinasa de 319 pb en E. 

histolytica (HM1:IMSS) y de 528 pb en E. dispar (SAW760 RR). En este caso las 

condiciones de reacción fueron: Tris-HCl 10 mM pH 8.3, KCl 50 mM, gelatina 0.001%, 

MgCl2 2.5 mM, 0.2 mM de cada nucleótidos, 1 µM de cada iniciador, BSA 0.15 mg/ml, 



  

polimerasa 0.025 U/µl (AmpliTaq Gold Polymerase, Applied Biosystems, Foster City, 

CA), con 35 ciclos de 1 min. a 94°C, 1.5 min. a 67°C y 2 min. a 72°C. 

Los iniciadores CHIEh y CHIEd amplifican segmentos del gen de la quitinasa de 351 y 

561 pb en E. histolytica y E. dispar respectivamente [33]. Con estos iniciadores, las 

condiciones de reacción fueron las mismas que las utilizadas con los iniciadores CHI, 

salvo la temperatura de alineamiento que fue de 55°C. 

En todas las amplificaciones, los 35 ciclos siempre fueron precedidos por un ciclo de 10 

min. a 94°C y al finalizar los 35 ciclos se dio otro ciclo de 8 min. a 72°C. Los productos 

de PCR se identificaron y analizaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1.5-

2.0 % en presencia de bromuro de etidio para su visualización y se fotografiaron para 

tener su registro. 

 

Polimorfismo de los fragmentos de restricción. Los amplificados del gen de las 

proteínas ricas en serina de E. dispar, se concentraron mediante precipitación con etanol 

[7]. Brevemente, a un volumen del amplificado se le agregó 1/10 del volumen de una 

solución de acetato de sodio 3M pH 5.2 y se agitó; se adicionaron 2.5 volúmenes de 

etanol (100%) frío, se agitó nuevamente y se dejó en reposo 15 min. en hielo; la mezcla 

se centrifugó a alta velocidad (16 000g) durante 5 min. después de lo cual se eliminó el 

sobrenadante. El precipitado se dejó en el tubo destapado a temperatura ambiente para 

que se evaporara el etanol. Finalmente el precipitado se resuspendió en H2O 

(generalmente ¼ parte del volumen inicial). Los amplificados ya concentrados se trataron 

con la enzima de restricción Alu 1 (Promega Corporation, Madison WI) y se dejaron 3 

hrs. a 37ºC, de acuerdo a las especificaciones de los fabricantes (1U/µg de ADN). Los 

productos de digestión se separaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 2-2.5% 

y se fotografiaron para guardar su registro. Los patrones obtenidos se analizaron y se 

clasificaron. 

 

Secuenciación. Los amplificados obtenidos del gen de la quitinasa, se separaron en geles 

de agarosa al 1.5-2%. Las bandas observadas se cortaron y purificaron con equipos 

comerciales (QIAquick Gel Extraction kit, Qiagen Inc., Valencia CA). Los amplificados 

purificados se reamplificaron (en volúmenes de reacción de 20 µl), repurificaron y 



  

cuantificaron antes de la secuenciación. Los amplificados se marcaron por PCR en 

mezclas de reacción de 20 µl con el sistema ABI Prism BigDye Terminador Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA.) siguiendo las intrucciones del 

productor en un equipo Applied Biosystems 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, 

Foster City, CA). Los amplificados marcados se pasaron por columna (Centri-Sep, 

Princeton Separations, Inc.) para eliminar el colorante no incorporado y posteriormente 

se concentraron hasta 10 µl en un concentrador por vacío (Jouan RCT60, Francia). 

Finalmente, las muestras fueron secuencidas por el método de secuenciación fluorescente 

por capilar en un equipo ABI Pris 3700 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City 

CA) por los Drs. Paul Gaytán y Jorge Yañez del Instituto de Biotecnología de la UNAM. 

Las secuencias obtenidas se analizaron, alinearon y compararon con secuencias ya 

reportadas en la literatura [24]. 

 
 
 
 
 
 
 
  



 

 

RESULTADOS 

 

Como anteriormente se mencionó, este trabajo forma parte de un estudio longitudinal que 

se realizó en las comunidades de Casahuatlán y Cuahuixtla, en el estado de Morelos. La 

caracterización de las cepas de E. histolytica y E. dispar que crecieron en medio de 

cultivo ya está concluida. Sin embargo, la caracterización de E. histolytica y E. dispar 

directamente de las muestras de heces solo se ha completado en 1 de las 4 etapas en las 

que estuvo dividido el estudio. En este trabajo se muestran los datos obtenidos de estas 

comunidades, algunos de los cuales ya fueron publicados (anexos I y II). 

 

Prevalencia de E. histolytica y E. dispar. Los resultados del análisis microscópico y de 

PCR de las muestras de heces de la comunidad de Cuahuixtla, se muestran en la Tabla 2 

y los de la comunidad de Casahuatlán se muestran en la Tabla 3. 

 

 
 

TABLA 2 
Prevalencia de E. histolytica y E. dispar en la comunidad de Cuahuixtla determinado 

mediante el Análisis Coproparasitoscópico y de PCR en muestras de heces 
 

P          C          R  
Eh Ed Eh y Ed OP Neg TOTAL 

Eh/Ed 2 18 6 7 4 37 
OP 14 2 0 55 17 88 
Neg 17 1 1 73 73 165 

C 
P 
S 

TOTAL 33 21 7 135 94 290 
El valor representa el número de casos en los que se identificó: solo E. histolytica (Eh), solo E. dispar (Ed), ambos parásitos 
(Eh y Ed), parásitos distintos a Eh y Ed (OP) ó ningún parásito (Neg), mediante PCR y Análisis Coproparasitoscópico (CPS). 
El PCR se realizó con los iniciadores Psp, NPsp, SRPEh y SRPEd. El análisis microscópico no permite distinguir entre E. 
histolytica y E. dispar y por lo tanto se reportan como complejo Eh/Ed. 
Sensibilidad* = (26/37) x 100 = 70.4 %.                   Especificidad* = (218/253) x 100 = 86.2 %. 
*Tomando como referencia el Análisis Coproparasitoscópico (CPS). 
 

 

 

 



 

TABLA 3 
Prevalencia de E. histolytica y E. dispar en la comunidad de Casahuatlán determinado 

mediante el Análisis Coproparasitoscópico y de PCR en muestras de heces 
 

P          C          R  
Eh Ed Eh y Ed OP Neg TOTAL 

Eh/Ed 14 26 15 12 3 70 
OP 50 0 5 96 51 202 
Neg 72 0 2 77 61 212 

C 
P 
S 

TOTAL 136 26 22 185 115 484 
El valor representa el número de casos en los que se identificó: solo E. histolytica (Eh), solo E. dispar (Ed), ambos parásitos 
(Eh y Ed), parásitos distintos a Eh y Ed (OP) ó ningún parásito (Neg), mediante PCR y Análisis Coproparasitoscópico (CPS). 
El PCR se realizó con los iniciadores Psp, NPsp, SRPEh y SRPEd. El análisis microscópico no permite distinguir entre E. 
histolytica y E. dispar y por lo tanto se reportan como complejo Eh/Ed. 
Sensibilidad* = (55/70) x 100 = 78.6 %.                   Especificidad* = (285/414) x 100 = 68.8 %. 
*Tomando como referencia el Análisis Coproparasitoscópico (CPS). 
 

Por microscopía, la prevalencia de E. histolytica/E. dispar fue del 12.8% en Cuahuixtla y 

del 14.5% en Casahuatlán, mientras que por PCR fue del 21% y 38% respectivamente. 

Además, el PCR nos permitió determinar que la prevalencia de E. histolytica fue del 

13.8% en Cuahuixtla y del 32% en Casahuatlán, mientras que la de E. dispar fue de 9.7% 

en Cuahuixtla y 9.9% en Casahuatlán. Observamos también que la frecuencia de 

infecciones mixtas (E. histolytica + E. dispar) fue del 2.4% en Cuahuixtla y del 4.5% en 

Casahuatlán. Vale la pena resaltar que en ambas comunidades la frecuencia de infección 

por E. histolytica fue mayor que la de E. dispar. De igual forma, se puede ver que los 

resultados obtenidos por PCR no muestran una buena correlación con los obtenidos por 

microscopía.  

 

Cultivo de Robinson. Algunas de las muestras de heces que se colectaron en las 

comunidades fueron sembradas en medio de Robinson. Los resultados obtenidos se 

muestran en la Tabla 4. De las 376 muestras sembradas, solo fue posible obtener cultivos 

estables en 89 de ellas (23.7%). El análisis por PCR (y en algunos casos también por 

ELISA, datos no mostrados) de los 89 aislados obtenidos, mostró que en 85 de ellos (95.5 

%) el parásito aislado fue E. dispar, en ningún caso se identificó a E. histolytica y las 4 

muestras restantes correspondieron a parásitos distintos de E. histolytica y de E. dispar 

(Tabla 4, Figura 1). Además, de las 85 muestras positivas para E. dispar, 63 (74.1 %) 

provenían de Casahuatlán y 22 (25.9% ) de Cuahuixtla. 



 

 
TABLA 4 

Resultados del Cultivo de Robinson. 
 

Muestras 
sembradas 

Cultivos 
estables 

Especie identificada por PCR 

376 89 E. histolytica               0  (0%) 
E. dispar                   85 (95.5%) 
OP                                4 (4.5%) 

   OP: Otros parásitos distintos a E. histolytica y a E. dispar. 
 
 
 
 
 
 

           A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

          B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en solución TBE de los productos de amplificación obtenidos con el 
ADN de los aislados de cultivo de Robinson y los iniciadores RD (A), Psp (B superior) y NPsp (B inferior). A: carril 1, 
marcador de 1950 y 876 pb; carril 2-4, controles E histolytica HM1:IMSS, E dispar SAW 760 y H2O; carril 5-10, 
muestras de aislados de cultivo de Robinson. B: carriles 1 y 20, marcadores de 876 y 190 pb; carriles 2-4, controles de 
E histolytica HM1:IMSS, E dispar SAW760 y H2O; carril 5-19, muestras de aislados de cultivo de Robinson. 
 
Posteriormente, se procedió con el análisis del polimorfismo de los genes que codifican 

para las quitinasas y las proteínas ricas en serina, mediante la amplificación de los 

segmentos repetidos en tandem que los constituyen. El análisis del gen de las quitinasas 



 

constituyó la base del artículo publicado en Molecular and Biochemical Parasitology 

(Anexo II). La amplificación con los iniciadores CHI, generó fragmentos de diferente 

tamaño (Figura 2), lo que nos indicaba que algunos de los segmentos repetidos en tandem 

eran diferentes en los distintos aislados, por lo cual se procedió a su secuenciación (ver 

detalles en Anexo II). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Electroforesis en gel de agarosa al 2% en solución TBE de los productos de amplificación obtenidos con el 
ADN de los aislados de cultivo de Robinson y los iniciadores CHI5/3. Carriles 1 y 18: controles de E. dispar SAW760; 
carriles 2-17: muestras de aislados de E. dispar de Cultivo de Robinson. Las bandas con asterisco son productos de 
PCR irrelevantes, determinado por secuenciación. 
 

De los 85 aislados de E. dispar, solo se pudieron amplificar y secuenciar 59 con los 

iniciadores CHI; además, estas 59 secuencias pudieron ser ordenadas en 13 grupos o 

patrones distintos. La secuencia de nucleótidos de estos 13 grupos y su alineamiento se 

muestra en el Anexo III. Para facilitar su análisis las secuencias de nucleótidos fueron 

traducidas. Tomando en cuenta la nomenclatura utilizada por Ghosh y col. [33], a los 

heptapéptidos del segmento polimórfico de las quitinasas se les asignó un número, el cual 

dependió de la secuencia de aminoácidos que los constituían. Los distintos patrones de 

aminoácidos identificados en las comunidades en este estudio se muestran en la Tabla 5. 

Si se considera el origen del aislado y el patrón obtenido se tiene que 15 de las 59 

muestras procedían de Cuahuixtla y pudieron ser ordenadas en 5 patrones distintos; las 

otras 44 muestras procedían de Casahuatlán y fueron ordenadas en 12 patrones distintos. 

De los 13 patrones distintos identificados, solo 4 fueron observados tanto en Casahuatlán 

como en Cuahuixtla (Tabla 5). 

 



 

Tabla 5 
Patrones de secuencias de aminoácidos en el segmento polimórfico del gen CHI, en 
aislados de E. dispar provenientes de las comunidades de Casahuatlan y Cuahuixtla 

 
Código* Patrón Núm. de aislados en: 

Cuahuixtla   Casahuatlán 
GRX8a 1-2-3-4-4-7-4-3a 1 - 

GRX10a 1-2-3-4-5-7-7-3-7-3 a  1 

GRX13a 1-2-3-4-5-7-6-7-7-7-3-7-3 a - 2 

GRX14a 1-2-3-2-4-4-4-5-4-6-7-3-7-3b 3 7 

GRX14b 1-2-3-4-5-7-6-7-7-7-7-3-7-3 b 7 9 

GRX14c 1-2-3-4-4-7-6-7-7-7-7-3-7-3 a - 1 

GRX15a 1-2-3-2-4-4-4-5-4-6-7-7-3-7-3 b 1 7 

GRX15b 1-2-4-4-4-5-4-6-7-7-7-7-3-7-3 a - 3 

GRX15c 1-2-3-4-5-7-6-7-7-7-7-7-3-7-3 a - 1 

GRX16a 1-2-3-2-4-4-4-4-5-4-6-7-7-3-7-3 b - 10 

GRX18a 1-2-3-2-4-4-4-4-4-4-5-4-6-7-7-3-7-3 b 3 1 

GRX18b 1-2-3-2-4-4-4-5-4-6-7-7-7-7-7-3-7-3 a - 1 

GRX19a 1-2-3-2-4-4-4-4-4-4-4-4-5-4-6-7-3-7-3 a - 1 

Total de aislados                                                                   15                  44 

Total de patrones diferentes                                                    5                  12  
Los números en los patrones corresponden a las secuencias de aminoácidos: 1, EKLPDSS; 2,DTKPDSS; 3, ESKHESS; 
4, EIHPDSS; 5, DCKLDSS; 6, DCKPDSS; 7, EVKPDSS. 
* Número de acceso al Gen Bank: de AY820940 a AY820952. 
a Nuevo patrón obtenido en este estudio. 
b Patrones reportados por Ghosh y col.[33]. 
 

Un procedimiento similar se utilizó para analizar el polimorfismo del segmento repetido 

del gen que codifica para las proteínas ricas en serina de E. dispar, aunque en este caso, 

los amplificados no se secuenciaron, sino que se cortaron con la enzima de restricción 

Alu I y se analizaron los patrones generados. La Figura 3 muestra la electroforesis de los 

productos de amplificación obtenidos con los iniciadores SRPEd y el ADN de algunos de 

los aislados obtenidos en el cultivo de Robinson; también se muestran algunos de los 

patrones de restricción que se generaron cuando el amplificado fue tratado con la enzima 



 

Alu I. Puede verse que algunos de los amplificados obtenidos fueron de diferente tamaño 

y que los patrones de restricción obtenidos también fueron distintos en algunos casos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en TBE de los productos de amplificación obtenidos con el ADN de 
los aislados de cultivo de Robinson y los iniciadores SRPEd (carriles 2,4,6,8,10,12,14 y 16) y el producto de digestión 
de este amplificado al ser tratado con la enzima Alu I (carriles 3,5,7,9,11,13,15 y 17). Carril 1, marcador de 876 pb, 190 
pb y 100 pb. Carril 18 y 20, marcador de PCR (1000, 750, 500, 300 150 y 50 pb).  
 
 
Mediante este procedimiento fue posible amplificar y obtener el patrón de restricción 

correspondiente en 67 de los aislados identificados como E. dispar; 47 de estos aislados 

procedían de Casahuatlán y 20 de Cuahuixtla. Con estos 67 aislados fue posible 

identificar 34 patrones de restricción distintos; en Casahuatlán se identificaron 24 

patrones de restricción distintos entre si, mientras que en Cuahuixtla se identificaron solo 

14 patrones distintos. Vale la pena aclarar que 4 de los 34 patrones identificados se 

observaron en ambas comunidades, mientras que los otros 30 se observaron solo en una u 

otra de las comunidades (Tabla 6). Los 4 patrones compartidos comprenden a 10 

personas de Casahuatlán y 8 de Cuahuixtla. 

Solo en 50 aislados (37 de Casahuatlán y 13 de Cuahuixtla) fue posible obtener tanto los 

patrones de las quitinasas como los de las proteínas ricas en serina al mismo tiempo, lo 

cual generó 33 genotipos distintos y solo 2 de ellos fueron compartidos por las 2 

comunidades, genotipos 14a-D y 14b-Z (Tabla 7); en Cuahuixtla se identificaron 10 

genotipos distintos mientras que en Casahuatlan se identificaron 25. 



 

 

TABLA 6 
Patrones de restricción identificados en las comunidades de Cuahuixtla y 

Casahutlan al amplificar el segmento polimórfico del gen SRP y su posterior 
digestión con Alu I 

 
Patrón de SRP Número de aislados en: 

Cuahuixtla       Casahuatlán 
B - 2 
C - 2 
D 2 6 
D1 - 1 
D2 - 1 
E - 1 
F - 2 
G - 1 
H - 1 
I - 1 
K - 5 
K1 1 - 
K1b 1 - 
K2 1 - 
L - 1 
M - 1 
N - 1 
Ñ - 4 
P - 5 
P1 - 1 
Q - 1 
S 1 - 
S1 1 1 
U - 1 
V - 1 
W 2 2 
W1 - 4 
X1 1 - 
Z 3 1 
Z1 2 - 
Z2 2 - 
Z3 1 - 
Z4 1 - 
Z5 1 - 
Total de muestras 20 47 
Total de patrones 14 24 

 



 

 

TABLA 7 
Frecuencia de genotipos identificados en las 2 comunidades teniendo en cuenta los 

patrones de quitinasas y proteínas ricas en serina 
 

GENOTIPO Frecuencia en: 
Cuahuixtla       Casahuatlán 

8a-K1b 1 - 
10a-D - 1 
13a-P1 - 1 
14a-D 2 2 
14a-D1 - 1 
14a-K - 1 
14a-N - 1 
14a-V - 1 
14a-Z3 1 - 
14b-B - 1 
14b-D - 1 
14b-D2 - 1 
14b-G - 1 
14b-W 1 - 
14b-W1 - 2 
14b-X1 1 - 
14b-Z 2 1 
14b-Z1 2 - 
14c-B - 1 
15a-D - 1 
15a-P - 5 
15a-Z5 1 - 
15b-Ñ - 3 
15c-M - 1 
16a-F - 2 
16a-I - 1 
16a-K - 4 
16a-W1 - 1 
18a-S1 - 1 
18a-W 1 - 
18a-Z2 1 - 
18b-L - 1 
19a-E - 1 
Total de muestras 13 37 
Total de genotipos 10 25 

 

Las Tablas 8 muestran algunos de estos mismos resultados, pero agrupados con base al 

genotipo, lo que permite resaltar algunos hechos importantes. Se puede observar que el 



 

mismo genotipo puede ser portado por diferentes personas de la misma comunidad, 

durante la misma etapa ó en diferentes etapas del estudio. Además, de las personas 

identificadas con las claves 2026.11, 2057.02 y 717.11 se pudo aislar al parásito con el 

mismo genotipo en 2 etapas distintas consecutivas o espaciadas, es decir, estas muestras 

fueron tomadas con un intervalo de tiempo, de por lo menos 2 a 4 meses (Tabla 8). 

 
TABLA 8 

Agrupamiento de aislados de cultivo de Robinson con base en el genotipo  
 

PACIENTE* COMUNIDAD ETAPA GENOTIPO 

2059.02 
2059.02 
717.01 
717.01 

Cuahuixtla 
Cuahuixtla 
Casahuatlán 
Casahuatlán 

4.1 
4.2 
2 
4 

14a-D 
14a-D 
14a-D 
14a-D 

657.02 
739.02 

Casahuatlán 
Casahuatlán 

3 
4 

14b-W1 
14b-W1 

2057.02 
2057.02 
801.08 

Cuahuixtla 
Cuahuixtla 
Casahuatlán 

3 
4 
4 

14b-Z 
14b-Z 
14b-Z 

2026.11 
2026.11 

Cuahuixtla 
Cuahuixtla 

3 
4 

14b-Z1 
14b-Z1 

530.01 
543.09 
546.02 
613.08 
859.09 

Casahuatlán 
Casahuatlán 
Casahuatlán 
Casahuatlán 
Casahuatlán 

4 
3 
4 
4 
4 

15a-P 
15a-P 
15a-P 
15a-P 
15a-P 

519.09 
611.01 
702.04 

Casahuatlán 
Casahuatlán 
Casahuatlán 

4 
4 
4 

15b-Ñ 
15b-Ñ 
15b-Ñ 

739.07 
761.09 

Casahuatlán 
Casahuatlán 

3 
4 

16a-F 
16a-F 

680.09 
680.09 
680.09 
802.07 

Casahuatlán 
Casahuatlán 
Casahuatlán 
Casahuatlán 

3.1 
3.2 
4 
4 

16a-K 
16a-K 
16a-K 
16a-K 

 * Los enteros hacen referencia a la familia y los decimales al miembro de la familia. 
 

A pesar de que los datos agrupados por familias no son muy abundantes se pueden 

destacar algunos hechos (Tabla 9). Los 2 miembros de la familia 546 portaron al parásito 



 

con el mismo genotipo durante la misma etapa; en cambio, otras familias albergaron a 

parásitos con diferente genotipo en diferentes etapas (familias 543, 739, 680) o durante la 

misma etapa (familias 607 y 680). Sin embargo, en los individuos 680.09 y 2059.02 fue 

posible identificar a parásitos con el mismo genotipo dentro de la misma etapa. Cabe 

resaltar que en el individuo 680.09 se identificó al parásito con diferente genotipo en 

muestras pertenecientes a la misma etapa, lo que involucró un periodo de tiempo entre las 

2 tomas de muestras de entre 1 a 7 días. También se encontró que los miembros del la 

familia 607 estuvieron infectados por parásitos con diferente genotipo durante la misma 

etapa. 

 
TABLA 9 

Agrupamiento por familia de aislados de cultivo de Robinson. 
 

CLAVE* COMUNIDAD ETAPA GENOTIPO  
543.09 
543.09 

Casahuatlán 
Casahuatlán 

4 
3 

14b-G 
15a-P 

546.01 
546.02 

Casahuatlán 
Casahuatlán 

4 
4 

15a-P 
15a-P 

607.02 
607.07 
607.08 
607.10 
607.10 

Casahuatlán 
Casahuatlán 
Casahuatlán 
Casahuatlán 
Casahuatlán 

4 
2 
4 

4.1 
4.2 

14a-D1 
14a-K 
18b-L 

14b-D2 
16a-I 

680.08 
680.09 
680.09 
680.09 

Casahuatlán 
Casahuatlán 
Casahuatlán 
Casahuatlán 

4 
3.1 
3.2 
4 

16a-W1 
16a-K 
16a-K 
16a-K 

717.01 
717.01 

Casahuatlán 
Casahuatlán 

2 
4 

14a-D 
14a-D 

739.02 
739.07 

Casahuatlán 
Casahuatlán 

4 
3 

14b-W1 
16a-F 

2026.11 
2026.11 

Cuahuixtla 
Cuahuixtla 

3 
4 

14b-Z1 
14b-Z1 

2057.02 
2057.02 

Cuahuixtla 
Cuahuixtla 

3 
4 

14b-Z 
14b-Z 

2059.02 
2059.02 

Cuahuixtla 
Cuahuixtla 

4.1 
4.2 

14a-D 
14a-D 

 * Los enteros hacen referencia a la familia y los decimales al miembro de la familia. 
 



 

Absceso Hepático Amibiano. Como se mencionó anteriormente, la Dra. Ximénez 

estableció una colaboración con ciertos departamentos del Hospital General con el fin de 

identificar, aislar y/o caracterizar a la(s) cepa(s) del parásito responsable(s) de los 

abscesos hepáticos amibianos. De finales de 1999 a mediados del 2006, llegaron a los 

pabellones de Medicina Interna, Infectología, Cirugía y Gastroenterología del Hospital 

General, 185 pacientes con diagnóstico de absceso hepático, de los cuales 69 fueron 

amibianos, 49 piógenos, 22 mixtos y 45 con otros padecimientos. En la actualidad, para 

poder aislar y caracterizar al parásito invasor es necesario disponer o contar con una 

porción del tejido u órgano afectado. Sin embargo, no en todos los casos de absceso 

hepático amibiano o de otro tipo está indicada la punción y drenado del absceso con fines 

terapéuticos, lo cual limita el material biológico partir del cual se puede aislar y/o 

caracterizar al parásito. Por esta razón, de los 185 casos de absceso hepático antes 

mencionados la punción hepática solo fue indicada en 43, de los cuales 17 fueron 

amibianos, 12 piógenos, 12 mixtos y 2 de otro tipo. 

Los drenados provenientes de pacientes con diagnóstico de absceso hepático amibiano o 

mixto fueron sembrados en los diferentes medios de cultivo para parásitos antes 

mencionados; sin embargo, en ningún caso obtuvimos crecimiento amibiano. Por otro 

lado, los drenados fueron procesados de acuerdo a lo descrito en la sección de material y 

métodos con el fin de obtener ADN y utilizarlo en la amplificación de segmentos de 

ADN de nuestro interés. 

Las Figuras 4 a 6 y 8 muestran algunos resultados obtenidos con los distintos iniciadores 

y la Tabla 10 resume los resultados. Podemos ver que solamente 4 de los 30 ADNs 

obtenidos de los diferentes drenados amplificaron con todos los iniciadores (Tabla 10), 

que 9 muestras amplificaron con 3 iniciadores, 7 muestras con 2 iniciadores, otras 7 con 1 

iniciador y que hubo 3 muestras que no amplificaron con ninguno de los iniciadores 

utilizados. Este hecho se puede ver claramente en los diferentes geles (Figuras 4 a 6 y 8) 

ya que hay carriles en donde no se observó banda alguna. También podemos ver en la 

Tabla 10 que los iniciadores CHI mostraron ser los mas eficientes ya que amplificaron a 

17 de las 22 muestras probadas (80%), mientras que los iniciadores RD fueron los menos 

eficientes ya que amplificaron 15 de 30 muestras analizadas, seguidos de los Psp que 

amplificaron 16 de las 30 muestras probadas (53.3%); los iniciadores nSRPEh tuvieron  



 

 
TABLA 10 

Resultado de las amplificaciones realizadas con el ADN procedente de drenados 
hepáticos o pleurales de pacientes con abscesos hepáticos. 

 
Iniciadores Paciente 

 
Material 
Biológico 

Dx 
 RD Psp nSRPEh CHI 

A 10 dH AHA - - + + 
A 17 dH AHM + + + + 
A 23 dH AHA + + + + 
A 27 dH AHA + - NR NR 
A 29 dH AHM + - - + 
A 45 dH AHM - + + - 
A 45 dP AHM + + + + 
A 49 dH AHM + + + + 
A 51 dH AHM + - - + 
A 52 dH AHA + + + - 
A 53 dH AHM - - - + 
A 55 dP AHA + + - + 
A 56 dH AHA - - - + 
A 58 dP AHA - - - + 
A 60 dH AHA - + + + 
A 67 dH AHM + + + - 
A 76 dH AHA - - - - 
A 76 dP AHA + - + - 
A 77 Vom AHA - + + NR 
A 87 dH AHM - - - + 
A 92 dH AHA - + + + 
A 95 dH AHM - + + + 
A 97 dH AHA - + + + 

A 104 dH AHA + + + NR 
A 109 dH AHM - - - NR 
A 115 Vom AHA + - - NR 
A 116 dH AHA + - + + 
A 117 dH AHA + + NR NR 
A 118 dH AHA - + NR NR 
N 76 dH AHM - - - NR 

Abreviaciones: dH, drenado hepático; dP, drenado pleural; vom, vómica; Dx, diagnostico; AHA, absceso hepático 
amibiano; AHM, absceso hepático mixto; NR, no realizado. 
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Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5 y 2.0% en TBE de los productos de amplificación obtenidos con el 
ADN de drenados hepáticos y los iniciadores RD (A) y Psp (B). A: Carril 1, marcador de 1967 y 876 pb; carriles 2-4, 
controles con ADN de E histolytica HM1:IMSS, E dispar SAW 760 y H2O; carriles 5-13, ADN de diferentes drenados 
hepáticos; carril 14, marcador de pesos (ϕX174 RF /Hae III). B: Carriles 1 y 3, controles con ADN de E histolytica 
HM1:IMSS, carril 2, control con ADN de E dispar SAW 760; carril 4, control de H2O; carriles 5-9, ADN de diferentes 
drenados hepáticos; carril 10, marcador de peso (AmpliSize, Bio-Rad). 
 

una eficiencia intermedia amplificando al 59.3 % de las muestras. 

Los iniciadores RD y Psp amplificaron segmentos bien definidos de 1967 y 876 pb 

respectivamente (Figura 4). En cambio, los iniciadores CHI (Figuras 5 y 6) y nSRPEh 

(Figura 8) amplificaron segmentos polimórficos, lo cual se evidencia por el hecho de que 

algunos amplificados que se generaron con estos iniciadores presentaron diferente 

tamaño. En algunos casos la diferencia de tamaño de los amplificados obtenidos con los 

iniciadores CHI no fue muy grande, lo cual se observa claramente en la Figura 5. En 

otros casos como se muestra en la Figura 6, los amplificados mostraron el mismo tamaño, 

pero este fue menor que el de la cepa control (E. histolytica HM1:IMSS). 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 2.0% en TBE de los productos de amplificación obtenidos con los 
iniciadores CHI y el ADN de drenados hepáticos. Carril 1, control con ADN de E histolytica HM1:IMSS; carril 2, 
control con ADN de E dispar SAW 760; carril 3, control de H2O; carriles 4-17, ADN de diferentes drenados hepáticos; 
carril 18, marcador de pesos (PCR markers, Promega). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa al 2.0% en TBE de los productos de amplificación obtenidos con los 
iniciadores CHIEh y el ADN de drenados hepáticos (dH) o drenados pleurales (dP). Carril 1, control con ADN de E 
histolytica HM1:IMSS; carril 2, control con ADN de E dispar SAW 760; carril 3, control de H2O; carriles 4-11, ADN 
de diferentes drenados; (carril 4, muestra dH-A92; carril 7, muestra dH-A95, carril 8, dP-A45; carril 11, dH muestra 
A97); carril 12, marcador de pesos (PCR markers, Promega). 
 

Los 4 amplificados mostrados en la Figura 6 fueron purificados, reamplificados y 

secuenciados por el método de Big Dye (Applied Biosystems, Foster City, CA). Las 

secuencias de nucleótidos obtenidas y su alinemiento se muestran en el Anexo III. 
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A 
U78319       KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESSEVKPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESSEPEVSI 
Eh-HM1       KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESSEVKPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESSEPEVSI 
A92-dH       KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESS--------------EIKPDSSESKHESSEPEVSI 
A95-dH       KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESS--------------EIKPDSSESKHESSEPEVSI 
A45-dP       KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESS--------------EIKPDSSESKHESSEPEVSI 
A97-dH       KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESS--------------EIKPDSSESKHESSEPEVSI 
 
 
B 
U78319       KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESSEVKPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESSEPEVSI 
Eh-HM1       KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESSEVKPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESSEPEVSI 
PV-(tf)      KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESS--------------EIKPDSSESKHESSEPEVSI 
FG-(q)       KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESS--------------EIKPDSSESKHESSEPEVSI 
FG-(tf)      KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESS--------------EIKPDSSESKHESSEPEVSI 
RO-(q)       KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESSEVKPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESSEPEVSI 
RO-(tf)      KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESS----------------------------EPEVSI 
EV-(SD)      KPGDFFEKSPDSSESKHESSEIKPDSSESKHESS--------------EIKPDSSESKHESSEPEVSI 
 
 
Figura 7. Alineamiento de las secuencia de nucleótidos traducida de los segmentos polimórficos del gen de las quitinasas, procedente de A: drenado hepático 
(dH) o drenado pleural (dP) de diferentes pacientes (A92, A95, A45 y A97) y B: trofozoítos (tf), quistes (q) o evacuación de un paciente con síndrome diarreico 
(SD) de diferentes personas (PV, FG, RO, EV). Las secuencias están acomodadas en grupos de heptapéptidos con igual secuencia de aminoácidos para facilitar 
su análisis. U78319, secuencia de E histolytica HM1:IMSS reportada en el gene bank. Eh-HM1, secuencia de E histolytica HM1:IMSS obtenida en el 
laboratorio. 
 
 



  

Para facilitar su análisis, las secuencias de núcleotidos fueron traducidas y alineadas. El 

alineamiento de la secuencia de aminoácidos se muestra en la Figura 7A y podemos ver 

que la secuencia reportada en el Gen Bank para la cepa de E. histolytica HM1:IMSS, es 

la misma que nosotros encontramos para esta misma cepa cultivada en el laboratorio. 

Además, la secuencia de las 4 muestras analizadas es igual entre ellas, pero menor que la 

de la cepa control como se  observa en el gel (Figura 6) ya que carecen de 2 

heptapéptidos que están presentes en la cepa control. 

Para el caso del gen de las proteínas ricas en serina, la diferencia en los tamaños de los 

amplificados obtenidos con los iniciadores NSRPEh, en algunos casos fue muy evidente 

(Figura 8), mientras que en otros la diferencia fue pequeña (Figura 9). Un dato que vale la 

pena resaltar fue el obtenido con el paciente A45. Este paciente ingresó al hospital por un 

abscesos hepático mixto que drenó espontáneamente a pleura; este hecho permitió 

obtener tanto drenado hepático como drenado pleural, los cuales se procesaron en forma 

independiente. La muestra pleural de este paciente amplificó con todos los iniciadores, 

mientras que la muestra hepática solo amplificó con los iniciadores Psp y nSRPEh (Tabla 

10). Llama la atención que con los iniciadores nSRPEH el amplificado obtenido con el 

ADN del drenado pleural haya sido de diferente tamaño que el obtenido con el ADN del 

material del absceso hepático, como se muestras en la Figura 8 (carriles 3 y 4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 2.0% en TBE de los productos de amplificación obtenidos con los 
iniciadores nSRPEh y el ADN de diferentes drenados hepáticos y pleurales. Carril 1-7 y 9-15, ADN de diferentes 
drenados hepáticos; carril 8, Marcador de pesos (50 bp DNA ladder, Invitrogen); carril 16, control con ADN de E 
histolytica HM1:IMSS; carril 17, control con ADN de E dispar SAW 760; carril 18, control de H2O; carriles 19, 
marcador de 876 pb. * Muestras del paciente A45 (carril 3, drenado pleural; carril 4, drenado hepático). 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2.0% en TBE de los productos de amplificación obtenidos con los 
iniciadores nSRPEh y el ADN de diferentes drenados hepáticos y pleurales. Carriles 1, marcador de pesos (Low DNA 
mass ladder, Invitrogen); carriles 2-4, controles con ADN de E histolytica HM1:IMSS, E dispar SAW 760 y H2O; 
carriles 5-20, ADN de diferentes drenados hepáticos. 
 

 

Portadores asintomáticos de E. histolytica. Para el caso de los portadores asintomáticos 

de E. histolytica, solo se mostrarán los resultados mas relevantes y representativos de los 

obtenidos hasta este momento. Como se mencionó en la sección anterior las muestras de 

heces fueron sembradas en medio de cultivo de Robinson y los trofozoítos que crecieron 

fueron cosechados por centrifugación. De igual forma, los quistes presentes en las 

muestras de heces fueron concentrados mediante una técnica de centrifugación. Tanto de 

los trofozoítos como de los quistes se extrajo el ADN que posteriormente se utilizó para 

hacer amplificaciones con los iniciadores mencionados en la sección anterior. 

Los resultados obtenidos de las amplificaciones con los iniciadores RD y el ADN de 

quistes y trofozoítos procedentes de portadores asintomáticos se encuentran en la Figura 

10, donde se observa que casi todas las muestras amplificaron con estos iniciadores. 

Posteriormente, se determinó que el parásito aislado de los portadores PV, RO y FG, 

correspondía a E. histolytica ya que el ADN extraído tanto de los quistes como de los 

trofozoítos, amplificó con los iniciadores Psp y no así con los iniciadores NPsp (Figura 

11). Los resultados de la amplificación con los iniciadores SRPEh se muestran en la 

Figura 12, donde se observa que las 6 muestras dieron una banda de tamaño similar a la 

del control de E. histolytica. Cuando el ADN de estas muestras fue amplificado con los 

iniciadores CHI obtuvimos resultados interesantes que se muestran en la Figura 13.  



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en solución TBE de los productos de amplificación obtenidos con 
los iniciadores RD y el ADN de trofozoítos o quistes de portadores asintomáticos de E histolytica. Carril 1, marcador 
de pesos (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen); carril 2, ADN de quistes de paciente C389; carril 3, ADN de trofozoítos 
del paciente PV; carril 4, ADN de quistes de paciente PV; carril 5, ADN de trofozoítos del paciente RO; carril 6, ADN 
de quistes de paciente RO; carril 7, ADN de trofozoítos del paciente FG; carril 8, ADN de quistes de paciente FG; 
carriles 9-11, ADN de quistes de los pacientes MRB, MRO y BG. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en solución TBE de los productos de amplificación obtenidos con 
los iniciadores Psp (gel superior) y NPsp (gel inferior) y el ADN de trofozoítos o quistes de portadores asintomáticos 
de E histolytica. Carril 1, marcador de pesos (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen); carril 2-4, controles E histolytica 
HM1:IMSS, E dispar SAW 760 y H2O; carril 5, ADN de quistes de paciente C389; carril 6, ADN de trofozoítos del 
paciente PV; carril 7, ADN de quistes de paciente PV; carril 8, ADN de trofozoítos del paciente RO; carril 9, ADN de 
quistes de paciente RO; carril 10, ADN de trofozoítos del paciente FG; carril 11, ADN de quistes de paciente FG; 
carriles 12-14, ADN de quistes de los pacientes MRB, MRO y BG. 
 
 
 
 
 



  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en solución TBE de los productos de amplificación obtenidos con 
los iniciadores SRPEh y el ADN de trofozoítos o quistes de portadores asintomáticos de E histolytica. Carril 1, 
marcador de pesos (50 bp DNA Ladder, Invitrogen); carril 2 - 4, controles de E histolytica HM1:IMSS, E dispar SAW 
760 y H2O; carril 5, ADN de trofozoítos del paciente PV; carril 6, ADN de quistes de paciente PV; carril 7, ADN de 
trofozoítos del paciente RO; carril 8, ADN de quistes de paciente RO; carril 9, ADN de trofozoítos del paciente FG; 
carril 10, ADN de quistes de paciente FG; carriles 11-13, ADN de quistes de los pacientes C210, C257 y C353 
respectivamente; carril 14, marcador de 876 y 319 pb. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 2.5% en solución TBE de los productos de amplificación obtenidos con 
los iniciadores CHI y el ADN de trofozoítos o quistes de portadores asintomáticos de E histolytica. Carril 1, marcador 
de pesos (Low DNA Mass Ladder, Invitrogen); carril 2 - 4, controles de E histolytica HM1:IMSS, E dispar SAW 70 y 
H2O; carril 5, ADN de trofozoítos del paciente PV; carril 6, ADN de quistes de paciente PV; carril 7, ADN de 
trofozoítos del paciente RO; carril 8, ADN de quistes de paciente RO; carril 9, ADN de trofozoítos del paciente FG; 
carril 10, ADN de quistes de paciente FG. 
 

Podemos ver que el ADN de las cepas control de E. histolytica HMI:IMSS y E. dispar 

SAW 760 generaron los amplificados del tamaño esperado (319 y 528 pb 

respectivamente). Se observa también, que el ADN de los trofozoítos y quistes 

procedentes del paciente FG, generaron una banda de igual tamaño (carriles 9 y 10, 

Figura 13). Una banda del mismo tamaño también se observó con el ADN de trofozoítos 

del paciente PV (carril 5); sin embargo con el  ADN procedente de los quistes de este 

mismo paciente no obtuvimos ninguna banda (carriles 6). El dato interesante es el 

obtenido con el ADN de trofozoítos y quistes del paciente RO, ya que los amplificados 



  

son de diferente tamaño; el amplificado obtenido con el ADN de trofozoítos es 

ligeramente menor que los otros 3 amplificados antes mencionados (PV-tf, FG-tf, FG-q), 

mientras que el obtenido con el ADN procedente de los quistes es ligeramente mayor 

(carriles 7 y 8, Figura 13). Todos estos amplificados obtenidos con los iniciadores CHI se 

purificaron, reamplificaron y secuenciaron por el método de Big Dye (Applied 

Biosystem, Foster City, CA). Las secuencias de nucleótidos obtenida se muestran en el 

Anexo III. De la misma forma que como en el caso de las muestras provenientes de 

drenados hepáticos, las secuencias de núcleotidos fueron traducidas y alineadas para 

facilitar su análisis. Los alineamientos de las secuencias de aminoácidos se muestran en 

la Figura 7B. Podemos ver que la secuencia de la cepa de E. histolytica HM1, es la 

misma que la que nosotros encontramos en los quistes del paciente RO; es decir, ambas 

regiones polimórficas están constituidas por 8 heptapéptidos, acomodados en el mismo 

orden. Las secuencias obtenidas de los trofozoítos del paciente PV y de los quistes y 

trofozoítos del paciente FG, son iguales entre si, pero más pequeñas que las de la cepa 

HM1 ya que tiene 2 heptapéptidos menos. Finalmente, la secuencia obtenida de los 

trofozoítos de los quistes del paciente RO es la de menor tamaño ya que tiene 4 

heptapéptidos menos que la cepa HM1. El dato interesante es que la secuencia de los 

quistes y trofozoítos del paciente RO es distinta. 

 

Patrones o Genotipos de Quitinasas. Si analizamos las secuencias de los segmentos 

polimórficos de las quitinasas podemos destacar varias cosas. De los 10 patrones 

obtenidos, 8 son iguales (presentan 6 heptapéptidos) y fueron obtenidos de 5 casos de 

procesos invasores (3 abscesos hepáticos, 1 invasión pleural y 1 síndrome diarreico) y en 

3 casos de quistes y/o trofozoítos de portadores asintomáticos (Figuras 7A y 7B) . Es 

conveniente aclarar que hasta antes de este estudio, el genotipo H no había sido reportado 

o identificado en otra parte del mundo (Nº acceso GenBank EF445962). Los otros 2 

patrones identificados son de los quistes y trofozoítos del individuo RO mencionado en el 

párrafo anterior. Uno de los patrones es igual al reportado para la cepa HM1 de E. 

histolytica y posee 8 heptapéptidos y el otro patrón es más corto y posee solo 4 

heptapéptidos (similar a la cepa NIH-200 y a una cepa de Calcuta [33, 34]). 

 



  

 

 

DISCUSIÓN 

 

Emil Brumpt en 1925 fue el primero en utilizar el nombre de Entamoeba dispar para 

describir un tipo de amiba que podía infectar a las personas sin causarles ningún daño y 

distinguirla de Entamoeba histolytica, agente causal de la disentería amibiana y otros 

padecimientos extra-intestinales [17]. Circunstancialmente su propuesta no tuvo eco en la 

comunidad científica de la época y no fue sino a partir de la década de los 70s que 

comenzó a acumularse evidencia a favor de la propuesta de Brumpt. Las amibas aisladas 

de personas enfermas podían distinguirse de las aisladas de individuos sanos por su 

capacidad de aglutinar con ciertas lectinas [47], por sus patrones isoenzimáticos [61], por 

sus diferencias antigénicas [64] y por sus diferencias a nivel de ADN [21, 69]. Todo esto 

condujo a que la comunidad científica adoptara a E. dispar como una especie distinta de 

E histolytica [28], lo cual posteriormente también fue aceptado por la Organización 

Mundial de la Salud en 1997 [76]. Este hecho aparentemente tan simple fue de suma 

importancia ya que hizo que se tuvieran que revalorar muchos de los estudios 

epidemiológicos que no consideraban la existencia de 2 especies diferentes de 

Entamoeba: E. histolytica y E. dispar. Además, hizo necesaria la utilización de técnicas 

que permitieran identificar y distinguir a las 2 especies [32, 37, 68]. 

En la actualidad ya se han realizado algunos estudios para determinar la prevalencia de E. 

histolytica y E. dispar en algunas regiones del mundo. De esta forma, se ha visto que en 

lugares como Suecia [41], Italia [15] y Grecia [74], la frecuencia de infección por E. 

dispar es mayor que la de E. histolytica. También se ha visto que en otros lugares como 

Nicaragua [42], Etiopia [39] y Ghana [68], donde se consideraba que la infección por E. 

histolytica era muy alta, después de utilizar técnicas que permitían diferenciar entre E. 

histolytica y E. dispar, se encontró que la infección por E. histolytica estaba 

sobrediagnosticada y que la incidencia de E. dispar era mayor que la de E. histolytica. En 

nuestro caso, en las comunidades del estado de Morelos que estudiamos, encontramos 

que la frecuencia de infección por E. histolytica es mayor que la de E. dispar. Nuestros 

resultados contrastan con lo observado en otras partes del mundo, pero concuerdan con lo 



  

observado en México por Acuña en un estudio realizado en una comunidad del estado de 

Chiapas [2] y con lo reportado por Newton [48] en un estudio realizado en el Hospital 

Infantil de México. Además, algunos estudios en Durban, Sudáfrica, muestran también 

que la frecuencia de infección por E. histolytica es mayor que la de E. dispar [12], al 

igual que en algunos lugares de Asia, tanto en hospitales para personas con retraso mental 

como entre homosexuales [49, 57, 66]. 

Estas diferencias que se observan en la prevalencia de E. histolytica y E. dispar en 

diferentes partes del mundo, consideramos que obedecen a adaptaciones de los 

organismos (E. histolytica, E. dispar y el humano) a los distintos nichos ecológicos en las 

diferentes regiones geográficas. No son iguales las condiciones sociodemográficas, la 

frecuencia de infección, ni la morbilidad en México que en Etiopia, Irán o Filipinas. En 

este sentido, en los 3 estudios realizados en México, además de la mayor incidencia de E. 

histolytica que de E. dispar, también se reportan considerable número de infecciones 

mixtas, sin embargo ni en Suecia [41] ni en Filipinas [55] se han reportado infecciones 

mixtas. Además, durante el año y medio de trabajo de campo durante el cual estuvimos 

colectando muestras de las 2 comunidades no se detectaron casos de amibiasis invasora a 

pesar de la alta prevalencia de la infección; este hecho contrasta con lo reportado en 

Bangladesh donde el 20% de los casos de infección por E. histolytica desemboca en 

enfermedad [36]. De igual forma, en otro estudio realizado en Bangladesh se encontró 

que el 21% de los niños estudiados eran portadores de Entamoeba moshkovskii [3] 

(amiba no patógena para el humano), hecho que no se ha observado en otras partes del 

mundo, aunque hay que tener cuidado con la interpretación de este hallazgo ya que bien 

pudiera ser que este hecho no se ha investigado de manera intencional en otras 

comunidades. En nuestra opinión, las cepas de E. histolytica que se localizan en estas 2 

comunidades del estado de Morelos son de baja virulencia y es por esta razón que no se 

observa una mayor morbilidad de procesos invasores con manifestaciones clínicas 

aparentes. 

Después de la identificación y aceptación en 1997 de E. dispar como una especie no 

patógena y distinta de E. histolytica, se continuó observando que no todas las personas 

infectadas con E. histolytica desarrollaban procesos invasores. Uno de los factores que se 

ha considerado que puede influir en este hecho además de los relacionados a la 



  

resistencia y/o susceptibilidad del huésped, es la existencia de variantes dentro de la 

especie de E. histolytica con diferente grado de virulencia como se mencionó en el 

párrafo anterior. El estudio de la amiba y de su genoma en términos generales, ha 

permitido identificar algunos segmentos de su ADN que tienen la característica de poseer 

segmentos repetidos en serie como los presentes en los genes que codifican para la 

proteína rica en serina y la quitinasa [27, 63]. Posteriormente, el análisis de estos genes  

mostró que podían ser de utilidad en la identificación de variantes intraespecie [23, 60]. 

Por este motivo, nuestro grupo decidió estudiar el polimorfismo de los genes de la 

quitinasa y la proteína rica en serina en las amibas identificadas en las 2 comunidades del 

estado de Morelos, así como de las causantes de procesos invasores en pacientes que 

ingresaron a los hospitales con los cuales se había establecido una colaboración. Vale la 

pena aclarar que en la actualidad ya se han descrito otros marcadores moleculares que 

han mostrado ser de utilidad en la identificación de variantes [5, 78, 79] y algunos de 

éstos, como los asociados a los denominados locus 1-2 y 5-6, también se están utilizando 

en el laboratorio de la Dra. Ximénez. 

Por razones que todavía no comprendemos, la amiba que creció en forma mayoritaria en 

el medio de Robinson cuando se sembró con las muestras de heces de las comunidades, 

fue E. dispar. Si bien este hecho parece raro, también ha sido reportado por otros 

investigadores [48]. Además, este mismo medio sembrado con muestras de heces de 

pacientes del Hospital General o sus familiares, permitió el crecimiento de E. histolytica. 

Estos aislados de E. dispar, procedentes de cultivo de Robinson representaron una fuente 

importante de material para la obtención de ADN y poder caracterizar al parásito. Como 

ya se mencionó anteriormente, E. dispar es un organismo que no causa daño alguno en el 

humano y que aunque no ha recibido la misma atención que E. histolytica, por el hecho 

de que ambos parásitos posen muchas características en común, el estudio de E. dispar 

nos puede ayudar a entender mejor a E. histolytica. 

El polimorfismo entre algunas cepas de E. dispar provenientes de diferentes partes del 

mundo (Calcuta, San Diego y México) fue reportado por Ghosh en el año 2000 [33]. Por 

su parte, Zaki y col. [80] también observaron un gran polimorfismo en los aislados de E. 

dispar de Sudáfrica, al analizar los segmentos repetidos en serie asociados a los genes del 

ARN de transferencia (locus 1-2 y 5-6). 



  

Nosotros en este trabajo, también observamos un gran polimorfismo al estudiar los 

segmentos repetidos del gen de la quitinasa y de la proteína rica en serina en los aislados 

de E. dispar de las 2 comunidades del estado de Morelos (Tablas 5 y 6). Si tomamos en 

cuenta ambos marcadores a pesar del número relativamente pequeño de muestras 

analizadas, podemos ver que algunos genotipos se localizan principalmente en una u otra 

de las comunidades y que también es posible diferenciar los aislados provenientes de una 

misma comunidad (Tablas 7 y 8). También pudimos observar que algunos individuos 

portan al parásito con el mismo genotipo en muestras obtenidas con 2-6 meses de 

diferencia lo que habla de infecciones persistentes (Tabla 9, individuos 717.01, 2026.11, 

2057.02) y que otras personas portan al parásito con diferente genotipo en distintas etapas 

del estudio, lo que nos habla de reinfecciones con distinta cepa (Tabla 9, individuos 

543.09). De igual forma observamos que algunos miembros de una misma familia 

albergan indistintamente el mismo genotipo (Tabla 9, familia 546) o distinto genotipo del 

parásito (Tabla 9, familias 739 y 607), tanto dentro de la misma como en distintas etapas 

del estudio lo que nos da información sobre la fuente de infección. Consideramos que 

todos estos datos son importantes desde el punto de vista epidemiológico para entender la 

distribución y transmisión del parásito en la comunidad. Un caso particular es el del 

individuo 607.10 (Tabla 9) del que se aisló al parásito con distinto genotipo en muestras 

tomadas con 1 a 7 días de diferencia. Aunque no podemos descartar una reinfección por 

una cepa con otro genotipo, debido al lapso de tiempo tan corto entre una y otra muestra, 

bien podría tratarse de una coinfección con cepas que poseen diferente genotipo. Zaki y 

col. [80] observaron algo similar en E. histolytica, pero en su caso el lapso de tiempo 

entre las 2 muestras fue de 1 mes, por lo que los autores se refieren a este fenómeno 

como infección transitoria. Aunque ese fuera el caso, esto implica que en determinas 

circunstancias un huésped puede albergar al mismo tiempo 2 cepas de la misma especie 

con distinto genotipo. No sabemos que tan frecuente pudiera ser este fenómeno o su 

relevancia en el caso de la infección por Entamoeba, pero si creemos que debería ser 

investigado más a fondo. Además, la infección policlonal por parásitos no es una 

propuesta nueva ya que se ha descrito en infecciones por Leishmania, Plasmodium y 

Trypanosoma [25, 38, 73]. 



  

En relación a los portadores asintomáticos de E. histolytica, si bien el estudio no ha 

concluido, con las muestras provenientes de pacientes del Hospital General y sus 

familiares podemos señalar algunos puntos. Al igual que Zaki y col. [81] aunque usando 

algunos marcadores distintos, nosotros encontramos que en general el genotipo de los 

quistes de E. histolytica obtenidos de las heces de una persona es el mismo que el de los 

trofozoítos que crecen cuando esas heces son sembradas en medio  de cultivo (Cultivo de 

Robinson). Tal es el caso del individuo FG, en el cual se observa que los amplificados 

producidos con el ADN de quistes o trofozoítos y los iniciadores nSRPEh fueron del 

mismo tamaño (Figuras 12) y lo mismo sucedió con los iniciadores CHI (Figura 13). 

Además, la secuencia de nucleótidos y aminoácidos en el segmento polimórfico de la 

quitinasa también fue igual (Anexo III y Figura 7B). En otros casos como con el 

individuo PV, el ADN proveniente generalmente de quistes no amplificó con todos los 

iniciadores y por lo tanto no pudo hacerse una comparación completa. 

El individuo RO representa un caso particular ya que si bien los amplificados obtenidos 

con los iniciadores SRPEH y el ADN tanto de quistes como de trofozoítos son del mismo 

tamaño (Figura 12), los obtenidos con los iniciadores CHI son de distinto tamaño (Figura 

13) al igual que su secuencia (Anexo III y Figura 7B). Los segmentos polimórficos tanto 

de las proteínas ricas en serina como de las quitinasas han mostrado ser estables a través 

del tiempo así como al ser sujetos a procedimientos de congelación-descongelación, 

adaptación a medios de cultivo monoxénicos y/o axénicos, pase por animales, etc [19, 23, 

33]. Si bien no podemos descartar que este cambio sea debido a una mutación, si podría 

considerarse un fenómeno poco probable. En este sentido sería conveniente secuenciar el 

segmento polimórfico de las proteínas ricas en serina (o por lo menos determinar su 

patrón de restricción con Alu I) tanto de los quistes como de los trofozoítos obtenidos del 

individuo RO ya que se ha visto que algunos amplificados con el mismo tamaño cuando 

se secuencian revelan un genotipo distinto [34]. Ésto, nos daría mayores elementos para 

determinar si este caso se trata de una mutación o no. Además, en la mayoría de aislados 

de E. histolytica se ha visto que el locus del gen de las quitinasas es homocigoto y en los 

casos en que no es así, se observan dobles bandas en los geles de los amplificados [35] lo 

cual no sucedió en nuestro caso. Nosotros pensamos que la infección por E. histolytica en 

algunas personas como RO, puede ser policlonal y que son las condiciones de cultivo o 



  

manejo de las muestras las que ejercen una presión de seleccionan sobre las clonas del 

parásito, que no necesariamente se encuentran en igual proporción en las muestras 

analizadas. De esta forma el medio de cultivo permitió el crecimiento de una clona y los 

quistes que se concentraron pertenecen a otra clona. De momento no podemos probar 

plenamente nuestra hipótesis y sería  necesario analizar otros marcadores y un mayor 

número de muestras, aunque, esta hipótesis concuerda con los fenómenos de selección, 

competencia y simbiosis que se ha descrito ocurren en el tubo digestivo [85]. Además, de 

las 6 secuencias del segmento polimórfico del gen de la quitinasa de cepas de E. 

histolytica aisladas del tubo digestivo, 4 tienen el mismo genotipo (genotipo H, Figura 

7B) que como se mencionó en la sección anterior, no ha sido reportado en otras partes del 

mundo (Gen Bank EF445962). 

Con relación a los abscesos hepáticos amibianos y mixtos, nos llama la atención que no 

todas las muestras del ADN obtenidas hayan amplificado con todos los iniciadores 

utilizados, como se muestra en la Tabla 10. Sin embargo, fenómenos similares también 

han sido observados por otros grupos de investigadores [40, 43, 83]. Unas de las 

explicaciones a este fenómeno es la diferente sensibilidad de los distintos iniciadores que 

se han utilizado en todos estos estudios [54, 84], además de la diferencia en el proceso de 

extracción del ADN [8, 82]. Sin embargo, por lo menos en nuestras manos, estos 

diferentes métodos de extracción de ADN no mostraron ventaja alguna sobre los métodos 

utilizados por nosotros y descritos en la sección de material y métodos (datos no 

mostrados). Otro factor que consideramos puede estar influyendo en la falta de resultados 

positivos en el PCR con algunas muestras, es la naturaleza misma del material biológico 

del que se parte, ya que el absceso hepático es un material necrótico producto de la 

degradación y digestión de las células y tejido, principalmente del huésped. Por otro lado, 

en el manejo del paciente en el hospital, cuando se sospecha que puede tener un absceso 

de naturaleza infecciosa (piógeno y/o amibiano) se instituye de inmediato el tratamiento 

con antibióticos y amebicidas, y existen reportes que sugieren que este tratamiento 

influye sobre la posibilidad de observar y aislar al parásito [67] y la eficiencia del PCR 

[59], en ambos casos a partir del drenado del absceso hepático. 

A pesar de que el trabajo en relación a los abscesos hepáticos amibianos no ha concluido 

y de que los datos con los que se cuenta son escasos, se pueden destacar algunos hechos 



  

que consideramos importantes. Los 4 genotipos de las cepas responsables de procesos 

invasores extraintestinales son iguales (Figura 7A) y corresponden al nuevo genotipo 

(genotipo H) identificado por nuestro grupo. Si bien a primera vista parecería que existe 

una preponderancia de este genotipo en cepas responsables de procesos invasores 

extraintestinales, creemos que hay que ser cuidadosos porque son pocas las muestras que 

hemos secuenciado además de que en los geles de los productos de PCR se pueden ver 

bandas que tienen tamaños distintos. Otro dato que vale la pena resaltar es el relacionado 

al paciente A45 y los iniciadores nSRPEh. Como se mencionó en la sección anterior, el 

amplificado obtenido con el ADN del drenado hepático es de diferente tamaño al 

obtenido con el ADN del drenado pleural. Ghosh [33] y Haghighi [34, 35], en forma 

independiente, observaron que algunos de los aislados que analizaron son heterocigotos 

para el locus de las proteínas ricas en serina. Sin embargo, creemos que ese no es el caso 

del paciente A45 ya que cuando se amplifican genes polimórficos heterocigotos lo que se 

observa son dobles bandas como es el caso de la cepa HM1 de E. histolytica o las 

muestras correspondientes a los carriles 6 y 20 de la Figura 9. En nuestra opinión, se trata 

nuevamente de una probable infección policlonal por E. histolytica y además, bien podría 

incluso especularse sobre la posibilidad aún no explorada de organotropismo de cepas de 

E. histolytica. Nos queda claro que los datos que tenemos no son concluyentes y que 

desde luego no prueban nuestra hipótesis. Sin embargo, este estudio abre un campo por 

demás interesante que es la epidemiología molecular tanto de la infección como de la 

enfermedad amibiana. Nuestros resultados apuntan a que estamos en el camino del 

análisis y la comprensión del complejo fenómeno de la relación huésped parásito en la 

amibiasis humana. 

 

 

 



  

 

 

 

CONCLUSIONES 

 

• En las 2 comunidades estudiadas, la prevalencia de Entamoeba histolytica fue 

mayor que la de Entamoeba dispar. 

 

• Entamoeba dispar mostró tener un gran polimorfismo en los genes de la quitinasa 

y la proteína rica en serina. 

 

• Los genotipos de Entamoeba dispar mostraron su potencial de utilidad en 

estudios epidemiológicos. 

 

• Algunas cepas de Entamoeba histolytica detectadas en este estudio, poseen un 

genotipo hasta ahora único en el mundo del gen de las quitinasas (genotipo H). 

 

• Nuestros resultados apoyan la sugerencia de que la infección en humanos, tanto 

por Entamoeba histolytica como por Entamoeba dispar, en algunos casos puede 

ser policlonal. 
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