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RESUMEN

Los medios de cultivo han sido desde hace varlos afics, la base de
investigaclones trascendentes. Uno de los protozoarios mas estudiados por
estos métodos es la Entamoeba histolytica, agente causal de cuadros
clinicos gque van desde una amiblasis intestinal hasta 1la disentéria b'4
absceso hepatico amibianos, de gran importancia clinlca y epidemiologica
en nuestro pais.

Es necesario por lo tanto que los métodos de diagnéstico entre los
que se puede incluir los medios de cultivo, asi como los de
investigacién, sean actualizados y perfeccionados, dada su utilidad en el
diagnéstico, control y erradicacién de 1la mencionada enfermedad
parasitaria.

Los primeros medlos de cultivo para amlibas, se lograron en 1918 por
Cuttler, y a partir de entonces han ido evolucionando proporcionando
mayor efectividad. Hacla el afio de 1968, el doctor G.L. Robinson en
Inglaterra dié a conocer su método de cultivo monoxénico para amibas que
actualmente apoya al dliagnéstico de la amiblasis y a la identificaciédn de
cepas patdgenas.

Dada la importancia de estos métodos, se vidé la necesidad de que los
alumnos de 8° semestre de la carrera de Quimico Farmacobidélogo, conozcan
el manejo y la aplicacién de estas técnicas de cultivo, en este caso el
método de Robinson objeto de estudio en el presente trabajo.

Dentro de esta investligaclién se anallzaron 53 muestras de materia
fecal, y después de comprobar en ellas la presencia de quistes de
Entamoeba hlstolytica se procedié a su siembra en el medio de agar
salino. De las muestras procesadas, 5 resultaron positivas al cultivo, de
las cuales 4 se recolectaron sin conservador y una Eontenia conservador
de MIF.

Una de las muestras presentd prequistes de Entamoeba histolytica en
varios subcultivos, otra tuvo la particularidad de presentar trofozoitos
de Giardia lamblia en uno de sus subcultivos. Por otro lado las treg
muestras restantes evideiclaron trofozoitos viables de Entamoeba
histolytica y a las cepas de ellas originadas se les designdé como FCQ 1,
FCQ 2 yv FOQ 3 respectivamente. El1 tliempo de supervivencia de las cepas

obtenidas fué viriable, lo gque puede ser influido por la patogeniclidad de
cada una de ellas.



Una vez comprobada la efectividad del métodos de Roblinson en o}
cultivo de Entamoeba histolytlica, se procedid a su montaje comoc practlea
dentro del laboratorio de Parasitologia de esta Facultad, a fin de dar =
conocer a los alumnos de 1la carrera de Quimico Farmacobiélogo Su
aplicacién en el diagndstlico clinico de 1la amiblasis, y al mismo tiempo
sentar bases gque permitan otro tipo de estudios dentro de esta misma

linea de trabajo, como pudiera ser la identificacion de los zimodemos.



1.0 ANTECEDENTES.

Debido a la importancia que en nuestro pails tienen las parasitosis
intestinales, ha sido necesaria la implementacién de metodos para
identificacion de parasitos que permitan estudios mas profundos acerca de
estas enfermedades.

De los métodos surgidos como respuesta a estas necesidades, se
pueden mencionar los medios de cultivo para protozoarlos, principalmente
para la Entamoeba histolytica. Este sarcodino, como bien se conoce es el
agente causal de la incidiosa amibiasis, y de sus riesgos clinicos méas

importantes como la disenteria y el absceso hepatico amibiano.

1.1 MEDIOS DE CULTIVO PARA AMIBAS.

El interés por estudiar Jlas amibas y su relacién con Ila
sintomatologia y patologia que provocan, ha resultado de la preocupaclon
de medicos e investigadores de todos los tiempos. Desde principios de
este siglo los medlios de cultivo como métodos de investligacidn para
amibas, han dado pistas para encontrar causas y efectos metabélicos que
por otros metodos no hubiera sido posible observar. Cuttler (1918) fué el
primero en cultivar a la Entamoeba histolytica, sin embargo, corresponde
a Boeck y Drbochlav (1925) el mérito de desarrollar el primer método de
cultivo reproducible para esta amiba. El1 medlioc empleado por estos
investigadores estaba formado por una base de huevo en tubo inclinado, ¥y
como sobrenadante solucién salina isoténica. Muchas modificaclones
surgieron a partir de la creaciéon de este método, Balamuth (1946),
basidndose en el mismo, fué el primero en desarrollar el cultivo
monobasico. (1,2)

En todc este tipo de medios ha sido necesario la asoclacién del
parasito con otros comensales (bacterias entéricas por ejemplo) y almidén
de arroz, para gque las amlbas se reproduzcan y crezcan.

Al ir evolucionando estos métocdos, se llegd al desarrollo de medios
de cultivo monoxénicos, es decir, aquellos en que se ascoclia al
protozoaric con un solo tipo de nmicroorganismo. El1 primer cultivo
monoxénico fué llevado a cabo por Jacobs en 1947, un afic después Shaffer
y cols. lograron cultivar a la amiba en presencla de Bacteroides
symbilosus, mediante el uso de antibidéticos que eliminaron 1la flora
bacteriana secundaria del medio. Phillips (1950) y Chia Teun Pan (196Q),



informaron de otros procedimientos para el cultivo del protozoario
asoclado a T, cruzi. En 1968, el doctor G.L. Robinson presenté en
Inglaterra su medlo de cultivo monoxénlico, en el que se desarrolla la
Entamoeba histolytica en presencia de la bacteria E. coli. (1,3)

Las funciones del cultivo son varladas, entre las princlpales se
pueden mencionar: su utilidad en el diagnéstlco especifico del parasito,
en la ensefianza académica, y en estudlios farmacoléglcos para combatir la
enfermedad.

La investigacién sobre el metabolismo de la amiba es otro renglén
importante, y a pesar de que este tipo de estudios dentro de la
Parasitologia no se han desarrollado suficientemente y de que los medios
de cultivo son dificiles de estandarizar, estos siguen siendo la forma
ideal de obtener las bases para determinar los procesos anabdlicos y
catabdlicos del protozoario. (4)

Por todo 1lo anterlor, se puede deducir la Iimportancia gque los
métodos de cultiveo tienen en la actualidad dentro del campo de 1la
Parasitologia, va que son un auxiliar indispensable en las
investigaciones realizadas sobre las enfermedades producidas por las
amibas, Yy que en Méxlco ocupan un lugar Importante, con un indice

considerable de mortandad.

1.2 OTROS METODOS DE DIAGNOSTICO PARA AMIBAS.

Los avances obtenidos dentro del estudlc de los pardsitos patégenos
entre los que se cuenta a las amibas, no hubleran sido posibles sin la
creacién de métodos que permitieran y facllitaran su observaclién. E1
primer y mas antiguo método coproparasitoscédpico es el examen directo,
usado ya por el primer microscopista Anton Van Leewenhoek a mediados del
siglo XVII, al encontrar en sus propias heces fe.cales trofozoitos de
Glardia lamblia. En 1921, Willis describe el primer mé todo
coproparasitoscépico de sedimentacién por flotaciédn, basado en la
propiedad que tienen las soluclones de densidad mayor, de hacer flotar
objetos menos densos. Willis ut 1izé el cloruro de sodio disuelto en agua
con este fin; posteriormente Faust y cols. en 1938, describleron su'
metodo en el que sustituveron el cloruro de sodio por sulfato de zinc,
este es uno de los nétodos mas utilizados en la ldentificacién de quistes
y algunos huevos de helmintos. Ritchie en 1948, describidé su método

coproparasitoscopicoe de sedimentacion, esta técnica sigue slendo
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sumamente util para la identificacién de huevos, quistes y larvas, no
importando aqui el fénomeno de la densidad. (5,6)

Existen ademas los métodos inmunolégicos, que son importantes para
el diagnéstico e investigacldédn de la amiblasis; los cuales basan en la
deteccliédn tanto del antigeno, como en la respuesta hacla el parasito,
manifestada por 1la presencla de anticuerpos especificos detectables
después de la infecclén. Desde hace varios afios las pruebas iﬁmunolégicas
han sildo wutilizadas ampliamente. Ambrose Thomas y Truong (1972),
demostraron que la difusién en gel, la hemaglutinacién indirecta y la
aglutinacldén del latex han resultado positlivas en més del 90% de casos
demostrados para la amibiasis hepatica. (7,8)

Existen en la actualidad once diferentes pruebas de serodiagnéstico
{entre ellas las antes mencionadas), las cuales fueron presentadas y
revisadas por Kagan y Maddison en 1982, estos investigadores demostraron
que son altamente eflicaces para el diagnéstico de amiblasis invasora. Sin
embargo muchos de estos métodos serolégicos no hubleran sido posibles sin
el apoyo de métodos de cultlvo. Actualmente para un diagnéstico
diferencial tanto de la cepa patdgena o no patédgena, asi como para su

grado de virulencia se utilizan métodos de cultivo. (7,17,18)

1.3 DISENTERIA AMIBIANA.

Desde tlempos remotos la amibiasls ha existido como un problema de
salud para la humanidad, se encuentra referenclia escrita de la disenteria
con probabllidad amibiana, en documentos de gran antiguedad. Hipécrates
(460-377 a.C.) dié la primera descripcién de las enfermedades ulcerativas
del intestino, asimismo Bontius (1629) en el primer libro de medicina
tropical escrito en Nueva Batavia relata: “la verdadera disenteria es una
horrible y destructiva enfermedad, la cual causa n£§ devastaciones en la
India que ninguna otra enfermedad". (4,9)

Son muchas las referencias que a través de la historlia se hacen con
respecto de la disenteria, sin embargo cabe destacar algunas de ellas en
las que se cuenta como posible causa de este mal a la amibilasis, y los
métodos de investigaciédn gue se procuraban para su identificacidon, asi se

menciona que en 1860, Lzmbl describe con algin detalle amibas en las

evacuaclones de un nifioc en Praga, que murlé de diarrea infantil.
Lambl observd - seuddépodos homodégeneos emitidos por el parasito, los
movimientos de estos eran primero activos, pero al cabo de unas horas

2
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cesaban gradualmente; a pesar de estas observaciones no consideré
patégenos a dlichos microorganismos. Lewis (1870) vy Cunningham (1871)
encontraron amibas en evacuaciones de pacientes que sufrian de colera en
la India, pero al 1igual que Lambl tampoco 1les concedieron poder

patégeno. (9)

No obstante de lo anterior, 1la historia de la amiblasls y de las
enfermedades producldas por estos parasitos tuvieron un afortunado
comienzo. En 1875, el doctor Fedor Aleksandrovich Lisch describid
detalladamente en su obra "Desarrollo masivoe de amibas en el intestino
grueso"”, el caso de un campesino de veinticuatro afios admitido en su
clinica de San Petesburge (hoy Leningrado) gque presentaba un cuadro
clinico de diarrea, fiebre, debllidad general y tenesmo. En el examen
microscopico de sus heces se observaron muchas formas celulares, a veces
aisladas y otras incluidas en moco, gque por sus movimientos peculiares
fueron identificadas por Ldsch como pardsitos animales y especificamente
amibas, las cuales dibujé cuidadosamente de tal manera gque en sus
ilustraciones pueden ldentificarse perfectamente los trofozoitos de 1la
amiba que denominé Amoeba coli (fig. 1). Al hacer la autopsia de su
paciente L&sch observd los trofozoitos de la amiba en las dlceras del
colon y con las heces mucosanguinolentas inoculé por el recto a un perro
produciéndole disenteria, sin embargo a pesar de sus hallazgos ¥y
observaciones no llegd a sospechar la relacién causa-efecto entre la

presencia de amibas y la collitis aguda. (2,4, 10)
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Las investigaciones de Ldsch dleron la pauta a otros investigadores
que trataron a su vez de demostrar el papel patégenoc de la amiba
encontrada por él, varios fracasaron, pero posteriormente las
investigaciones de Kartilus (1886) en el Cairo, Hlava (1887) en Praga y
de Councilman y Lafleur (1891) en Baltimore, suministraron las prueba
clinicas y anatomopatoldgicas de que la amiba es el agente causal de un
tipo de disenteria vy de absceso hepatico. Estos dos dltimos
investigadores crearon los términos "disenteria amiblana® y "“absceso
hepitico-amibiano”, ademas denominaron a la amiba causal como Entamoeba
dysenteriae. En 1893, Quincke y Roos descubrieron los quistes, ademas
Schaudinn (1903) precisd los caracteres estructurales del parasito y dié
a la especie patégena de amibas el nombre técnico de Entamoeba histolytica
todavia en uso.

Diez afios después (1913) de las investigaciones de Schaudinn, Walker
y Sellards en las Fllipinas obtuvieron pruebas de que Entamoeba coll es
solo un comensal inocuo del intestino grueso. (11)

Nuestro pais no ha quedado al margen de todo este tipo de
investigaclones, siendo la amibiasis wuna de las parasitosis mas
importantes, resulta interesante observar la evoluclidén que su estudio ha
tenido, y las contribuciones que los clentificos mexicanos han otorgado

para su erradicaclén.

1.4 ANIBIASIS EN MEXICO.

En Méxice, la historia de la amibiasis se comienza a escribir con el
relato de Fernadndez del Castillo acerca de la enfermedad de Fray Garcia
Guerra, Arzobispo de México y Virrey de la Nueva Espafia, que llegd a este
pais en el afio de 1611, y que a poco de su llegada sufrié de una grave
enfermedad que lo llevo a la muerte; en la autoibsi.a se revelaron un
absceso hepAtico abler-to a través del diafragma a la cavidad pleural, con
erosion de las costillas y lesiones en el parénquima pulmonar.

Don Joaquin Pio Eguia y Muro, catedratico de Medicina de 1la
Universidad de México, y Don Manuel Moreno, profesor de clrugia,
escribieron en 18%0 unas disertaciones en las que se describen muchos
casos de afecciones hepaticas, algunas indudablemente de absceso hepatico
amibiano. D chas disertaciones fueron presentadas qulince afios después de
las descripcicnes hechas por Losch, a pesar de lo cual no se le menciona

y centran su interés en los aspectos clinico y terapéutico de 1la
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enfermedad, sin embargo dentro de la bibliografia consultada para el
presente trabajo no hay referencia que indique con exactitud si estos
investigadores tuvieron o no contacto con los escritos e investigaclones
hechas por L&sch.

Miguel Jiménez qulen escribidé sus observaclones entre los afios 1842
y 1875, no sospechd tampoco la naturaleza infecclosa de la enfermedad y
la atribuyé a otro tipo de sltuaciones: "Lo que a ello conduce son los
desordenes de una orgia o de una francachela donde se come hasta el
hartazgo sustancias indigestas como las que usa nuestro puebloc en tales
ocasiones y se beben hasta la embriaguez licores alcohélicos, algunos,
como el pulque, de diflcil digestidn ...".

La primera referencia acerca de 1la etliologia de la amibiasls se
encuentra en México ‘en el afio de 1896, en el trabajo de Ismael Prieto, el
cual menciona a estos pardsitos al lado de cristales de hematoldina, y
Junto con las bacterias y sus toxinas se les considera los agentes
causales de la amibiasis hepatica. Sin embarge una de las descripclones
mas minuclosas y extensas de la amlibiasis fué publicada en 1899 por el
doctor José Mesa Gutiérrez, en su tesls para el concurso de anatomia e
histologia patolégicas de la Escuela Naclonal de Mediclina; Mesa Gutliérrez
propusé la patogenlia para la migracién del protozoario desde el intestino
hasta el  higado (circulacién portal) basandose en sus propias
investigaciones. (10,11) '

Muchos son los nombres de investligadores mexicanos y extranjeros que
en la actualidad han aportado sus conocimlentos al estudio de 1la
amibiasis en nuestro pais, entre ellos se encuentra el doctor Bernardo
Sepulveda a qulen se debe la creaclén del centro de estudlos sobre
amiblasis, los doctores H. Brandt y Ruy Pérez Tamayo quienes en 1970
publicaron su monografia sobre 'amibiasis; posteriormente A. Martinez
Palomo realiz6 un estudio excelente acerca de la blologia molecular de la
amiba, al grado que en nuestro pais cada vez son mas los trabajos que en
diferentes enfoques tocan puntos importantes del estudio de la patogenia,
bioquimica y metabolismo de las amlbas, y especificamente de la Entamoeba
histolytica. (11)



Dado el avance en métodos de laboratorio para el estudio de
Entamoeba histolytica sefialados anteriormente, es necesario que 1los
alumnos de la Licenclatura de Quimico Farmacobiélogo de esta Facultad,
conozcan y adquieran hablilidad en el manejo de los métodos de cultivo
para amibas, para gque en el campo profesional, participen en la
investigacién y en 1la erradicacién de 1la amiblasis intestinal vy

extraintestinal. De lo cual surge el sigulente :

20 OBJETIVO.

Implementar el método de cultivo de Robinson para
Entamoeba histolytica a fin de que se incluya en
las précticas de laboratorioc de Parasitologia, y perm}
ta el estudio mis detallado de la morfologia y biolo-
gia de esta amiba. Esto proporciona bases para estudlos

posteriores que se realicen dentro de la misma linea de

traba jo.



3.0 MORFOLOGIA Y CICLO BIOLOGICO DE ENTAMOEEA HISTOLYTICA.

Dentro del ciclo bioldgico de Entamoeba histolytica se presentan de
manera sucesiva cinco estadios morfolégicos: trofozoito, prequiste,
quiste, metaquiste y trofozoito metaquistico.

El tamafic del trofozoito varia de 10 a 60u y mas frecuentemente se
sitda dentro del rango de 20 a 30u de didmetro. En el intestino grueso al
igual que en las heces fecales liquidas recientemente emitidas, los
trofozoitos se mueven activamente por emisién de pseudépodos cortos y
explosivas, que se van extendlendo sin direcciédn definida. El1 ectoplasma
es clare y transparente, diferenciandose del endoplasma granular, en el
que a veces se observan vacuolas digestivas. Es dificll observar el
nidcleo en los microoganismos vivos, sin embargo puede a veces reconocerse
comoc un anlllo granuloso finc en las amlibas sin tefiir; ocupa entre una
quinta y sexta parte del diametro total de la célula. En el centro del
nicleo se localiza un endosoma rodeado de un halo incoloro y f1ijo,
formado pQr un gran nuamero de delicadas fibrillas radiadas a 1la
superficie interna de la membrana nuclear, (2, 12)

Dentro del citoplasma de trofozoitos activos, son comunes las
vacuolas alimenticlas que suelen contener gloébulos rojos del hospedero,
sobre todo en muestras tomadas de heces diarrelcas. Durante algin tiempo
los trofozoitos de Entamoeba histolytica habitan y se multiplican en las
criptas del intestino grueso utilizando probablemente las secrecliones
mucosas como alimento y en simbloslis con ciertas bacterias entéricas. Una
vez que ocurre la Iinvasién de tejidos, la amiba obtiene de ellos el
sustrato metabélico necesario para sobrevivir.

En una infececidn asintématica, las amibas son eliminadas con las
materias fecales formadas, pero al deshidratarse estas en su paso hacila
las partes mas distantes del intestino gruesc, 1la amlba tiende a
enquistarse. Durante los casos activos en 1los que la materia fecal
transita rapidamente por el intestino, no hay tliempo suficlente para el
enquistamiento, es debido a esto que aparecen trofozecitos en las heces
diarreicas, como en los casos de disenteria, en estos casos al igual que
en el de las amibas que Invaden tejidos no forman quistes. (12,13)

Al comenzar el enquistamiento, los trofozoitos se desprenden del
alimento no digerido y se tornan esféricos. En este estadio se denomina
de prequiste. Es muy rico en glucégeno, ya que una vacuola de gran tamafio

conteniendo esta sustancla ocupa gran parte del citoplasma.
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Los prequistes secretan rapidamente wuna cublierta resistente y
relativamente delgada con la que se rodean para formar el quiste; este es '
por lo general redondo, aunque en algunos casos puede tomar forma aval y
alargada. Tiene un diametro entre 10 y 20u, puede ser tan pequefio como
Su. Un quiste joven posee un solo nicleo que se divide rapidamente para
pasar a estadios de dos y cuatro nucleos, mientras se efectua esta
divisién nuclear tanto la vacuola de glucdégeno como los cuerpos
cromatoidales desaparecen. En las materlas fecales semiformadas se
localizan tanto prequistes como gquistes con uno o cuatro nucleos, siendo
los mas comunes estos uUltimos a los gque tamblén se les denomlina
metagquistes en 1la materia fecal formada y a diferencla de los
trofozoitos, sl sobreviven fuera del hospedero, siendo capaces de
infectar a uno nuevo. Al entrar los guistes a un nuevo organismo, tanto
su citoplasma como el nucleo se dividen para formar ocho pequefias
amébulas, o trofozoitos metaquisticos basicamente iguales a 1los

trofozoitos maduros exceptuando en el tamafio (Esquema No. 1). (13)
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— | INGESTION QUISTE MADURO}

INTESTINO TROFOZOITO
GRUESO * METAQUISTICO

(amebulas)

LUZ INTESTINAL TROFOZ0ITO
+
INVASION BE TEJIDOS MADURO
.
MATERIA FECAL PREQUISTE
SEMIFORMADA
L

MATERIA FECAL PREQUISTE
METAQUISTE

I MANOS
ALIMENTOS METAQUISTE

AGUA. ..

Esquema No. 1: Ciclo de transmisién de la Entamoeba histolytlica.
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4.0 MATERIAL Y EQUIPO.

4.0.1

MATERIAL DE VIDRIO.
15 cm.
22 x 22 mm.

Cajas de petri
Cubreob jetos

Frascos de dilucién
Frascos con tapén de rosca
Matraces Erlenmeyer
Pipetas 1, S ¥y 10 ml.
Pipetas pasteur Pirex

Portacb jetos 25 x 7S mm.

Pirex

100 ml.
7 ml.
250, S00 y 1000 ml.

Pirex

Corning

Corning

Uso comercial

Plirex

Corning

Tubos de ensaye con tapdn de rosca 13 x 100 mm. Pirex

Vasos de precipitado

OTROS.

Aplicadores de madera.
Algodén.

Cubrebocas.

Gradillas.

Gasas.

Guantes estériles.
Mechero Bunsen.

Pizetas.

150, 250 y 600 ml.

Pirex

SUSTANCIAS QUIMICAS PARA LA PREPARACION DE REACTIVOS.

Agar bacteriologico

Agar Eoslina-azul de metileno
Almidén de arroz

Aclido citrico monchidratado
Aclido lactico 90.08%

Azul de bromotimol

Cloruro de sodio
Estreptomicina 1 g

EFxtran 4 1t

Fosfato monobasico de potasio
Ftalato de potasio

Hidroéxido de sodio

11

Bioxon

Bioxon

Sigma

Baker Analyzed S._A.
Sigma

Técnica Quim. S. A.
Mallinckrodt
Lakeside

Merck

Técnlca Quim S. A.
Sigma

Lab, Lalitz S.A.



Peniclilina G sédica 1,000,000 U
Peptona de carne
Sulfato de amonio

Sulfato de magneslio.7 H20

MATERIAL BIOLOGICO.
Cepa "B53" de Escherichia coll.
Muestras de materia fecal.

Suero bovino.

APARATOS.

Autoclave

Balanza analfitica
Estufa bacteriolédgica

Potenciémetro (pH meter)

12

Lakeside

Bioxon

Técnica Quim. S. A,
Baker Analyzed S.A.

Presto Cap. 12 1lt.
Mettler AE-160
Felisa Mod. 131
Corning



4.1 METODOS Y PROCEDIMIENTOS.

4.1.1 PREPARACION DE REACTIVOS.

Agar salino.- Se prepara agar al 1.5% con NaCl al 0.7% el
cual es distribuido en frascos de vidrio con tapétn de rosca en alicuotas
de 4 ml cada uno, se esteriliza a 15 1lb durante 15 min para después
de jarlo enfriar en forma inclinada.

Mezcla de antlbiéticos.~ Se prepara disclviendo un frasco de
penicilina (1,000,000 U} en 5 ml de agua destilada estéril, se pasa esta
mezcla a otro frasco conteniendo estreptomicina (1 g), se hmezcla y se
afora a 25 ml con agua destilada estéril. Se guarda en refrigeracién en
alicuotas de 5 ml en tubos con tapdn de rosca.

Bactopeptona.—- Se prepara una solucién de peptona al 20%
después de lo cual se estériliza a 15 1b por 15 min colocindose en
alicuotas de 2.5 ml en frascos con tapdén de rosca.

Ftalato de potaslo.- Se pesan 204 g de ftalato de potaslo,
ge disuelven con 100 ml de NaOH al 40%, se ajusta el pH a 6.3, se lleva a
un volumen de 2000 ml con agua destilada, esterllizandose posteriormente
a 15 1b por 15 min, la solucién de trabajo se utiliza llevando a cabo una
dilucién 1: 10 con agua destllada estéril.

Almidon de arroz. — El "almidén de arroz se toma
directamente del frasco gue lo contiene.

Medio "R".- Se prepara una solucién concentrada de 1la
sliguiente manera: 125 g de NaCl, S50 g de &acido citrico monohidratado,
12.5 g de fosfato monobisico de potasio, 25 g de sulfato de amonio, 125 g
de sulfato de magnesio heptahidraiado, 100 ml de Acldo lactlico, todo esto
se disuelve para llevarse a 2,500 ml con agua destiléda. De esta solucién
se toman 100 ml y se adicionan 7.5 ml de NaOH al 40X yv 2.5 ml de azul de
bromotimol al 0.04%, previamente se ajusta el pH a 7.3 y se afora a 1000
ml con agua destilada, esterillizindose a 15 1lb de presiédn por 15 min.

Solucién de peptona al 2%.- Medlo de cultivo utilizado para
el crecimiento de la cepa "B5" de Escherichia coli. '

Medio "BR".- 100 ml del medio "R" se utilizan para cultivar
1 gota de so'ucidn de peptona que contiene el crecimiento de la cepa "BS"
de Escherichia coli, se deja en la estufa a 37°C durante 48 hrs, después

de este tiempo puede ser guardado a temperatura ambiente por dos meses.
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Medlo "BRS".- Se utiliza el medio "BR" al cual se le adiciona
el mismo volumen de suero bovino filtrade e inactivado a 56°C durante 30
min. )

Soluciédn yecdoyodurada.- Se prepara mezclando 1 g de yodo y 2
g de yoduro de potasio con 300 ml de agua destilada.

4.1.2 METODO DE CULTIVO.

Siembra. - Aproximadamente 50 mg de materla fecal reclén
recolectada sin conservador, en la que se demostré la presencla de
Entamoeba histolytica por el método de Faust,es sembrado en el frasco que
contliene agar salino en forma inclinada, al cual se le adicionan 2 gotas
de mezcla de antibiéticos preparada comoc se indica anteriormente, 5 mg de
almidén de arroz en polvo ¥y 2 ml del medlo "BR", se deja cultivar durante
24 hrs a 37°C.

Cultivo.— Al frasco que contliene la siembra de la amiba se le
descaria el sobrenadante con pipeta pasteur y se le adiciona 1 gota de
mezcla de antibioticos, 5 mg de almidéon de arroz en polve, 2 gotas de
peptona al 20%, 1.5 ml de ftalato de potasio (solucién diluida), 2 ml del
medio “BRS" y se le deja cultivar por otras 24 hrs a 37°C.

Subcultivo.- Con todo culdado del fondo del frasco que
contiene el cultivo de amibas, se toma con plpeta pasteur 1 gota que se
coloca en un portaobjetos y se le adiciona una gota de lugol, se cubre
con un cubreobjetos para hacer la observacidn microscdéplica del
crecimiento del cultivo, las amibas viables deberan observarse tefiidas
por el lugol. También del fondo del frasco se toma 1 gota como indculo
para hacer el segundo subcultivo, gque es preparado en la misma forma como
se describe para el cultivo. Se les deja incubar durante 48 hrs a 37°C
para hacer la segunda observacidén. En un cultivo positive empiezan a

aparecer las amibas dentro de las primeras 48 hrs.

4.1.3 OBSERVACION MICROSCOPICA.

Se realiza la observacién microscépica cada 48 hrs, en caso
de que los cultivos sean negativos a las 72 hrs se deshechan. Los
cultivos positivos se siguen subcultivando cada 48 hrs, revisando el

crecimiento de las amibas (Esquema No. 2).
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[HMUESTRA DE MATERIA FECAL]

IHEGATIVO IPDSITIVOI
|DESHECHARI

|[SIEMBRA EN AGAR SALINO |

)
37 C 24 hrs

|ENRIQUECIMIENTO DEL MEDIO DE CULTIVO]

o
37 C 24 hrs

|[OBSERYACION MICROSCOPICA]

|NEGATIVAI |POSI?IVA|

|suBcuLTIVO | IsuscuLTIVO]

37%¢ 48 nrs

IDBSERVACIOH HICROSCOPICA]

POSITIVA

INEGATIVAI presencia de quistes

y/70 trofozoitos viables

lDESHECHARI

|svecuLTivao]

Esquema No. 2: Diagrama de trabajo para el cultlivo monoxénico de

Entamoeba histolytica
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5.0 DISCUSION Y RESULTADOS.

Las muestras bioldgicas procesadas en el presente trabajo, fueron
obtenidas de personas en las que se detectd alguno de los factores gque
propician la presenclia de parasitos intestinales, tales como: hlgiene
deficliente, contaminacién de alimentos, o bien que presentaron algin
sintoma (dolor abdominal, dlarrea, etc.). Las edades oscilaron entre 4 y
72 afios, 26 muestras fueron de hombres y 27 de mujeres; la edad y sexo de
las personas muestreadas, son factores de escasa significacién para el
objetivo del presente trabajo, sin embargo cabe sefialar que la infeccidén
por Entamoeba histolylica esta presente por igual en hombres y mujeres
sin que influya tampoco la edad. (15S)

De 53 ~muestras obtenidas, 37 se recolectaron sin conservador en
frascos limpios de boca ancha, 11 con conservador de MIF y S con
conservador de pinol., El método original de Robinson para el cultivo
monoxénico sugiere la sliembra de muestras frescas recién emitidas y sin
conservador, posiblemente para evitar la accién no deseable de sus
componentes sobre el desenquistamlento; sin embargo, dentro de este
estudio se sembraron algunas muestras que contenian conservador con el
fin de comprobar dichas acclones. (3}

Las muestras de materia fecal, se procesaron. por dos métodos
coproparasitoscéoplcos, el de concentracion por flotacién de Faust y el
directo. El método de Faust elegido para este trabajo, ofrece la ventaja
de ser efectivo en la deteccién de protozoarlios intestinales, el empleo
del método directo sirvié de apoyo al de concentracién, scobre todo en 1lo
que se reflere a la bisqueda de otro tipo de parasitos intestinales
(helmintos) que por el de Faust pudieran pasar desapercibidos (16). Por
otro lado el método de Faust permitid hacer una deteccidédn parclalmente
cuantitativa de qulstes de Entamoeba histolytica, y el reporte por cruces
obtenido, determind la cantlidad de frascos de agar salino en lo gue se
sembraron cada una de las muestras, es decir, si1 una muestra se reportd
con una a dos cruces, se sembraron dos frascos y con tres a cuatro cruces
tres frascos, asimismo si no se observaron quistes, solo se sembré uno.
Pasadas 48 hrs, se revisaron los cultivos por medio de la observaclidn
microscoépica y dependiendo del numero de quistes viables presentes, se

procedid a los subcultivos, estos se revisaron nuevamente a las 48 hrs
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para aplicar el sigulente criterio: si no habia en ellos evidencia de
quistes y/o trofozoito§ se deshecharon y se recurrié a una nueva siembra
con la muestra de otra persona. Por otro lado, si el subcultlvo resultaba
positivo este se continudé las veces necesarias, cambiandose de frasco
cada 48 hrs hasta la no viabilidad de los quistes y trofozoitos, tal como
se Indica en la técnica de Robinson. Cabe destacar que se sembraron
muestras en las que no se demostré presencia de quistes, por ninguno de
los métodos coproparasitoscépicos mencionados, sin embargo algunos
autores_sefialan que estas muestras pueden resultar positivas al cultivo,
sl se dejan un maximo de 72 hrs dentro del mismo, por otra parte permite
confirmar un resultado dudoso en algin paciente sintomético © no,
deshechando asi dliagnésticos erroneos. Ninguna de las muestras con estas
caracteristicas, mostraron posilitividad en el cultivo. (2,5,6)

De las 53 muestras anallzadas, 43 resultaron positivas a Entamoeba
histolytica; es necesario sefialar que la presencia de quistes en materia
fecal no siempre esta relacionada con los sintomas, por lo tanto este
egqullibrio entre hospedero y paridsito hace que pacientes asintomiticos,
se involucren en el mecanismo de transmisién de la amlblasis. (14,15)

En la tabla de resultados se sefialan las muestras 18, 41, 42, 48 y
53. que para los fines del objetivo de este trabajo se conslderan
positivas, las cuales presentaron quistes de Entamoeba histolytica a la
obgervacién microscépica y posteriormente positividad al cultivo
monoxénico. En la muestra 18 se observd la presencla de quistes (+ + +) y
hasta el 7° subcultivo se evidencié la aparicién de prequistes de
Entamoeba histolyt!cg, no encontrindose presencia de éstos hacia el g°
subcultivo. La muestra 41 mostré +trofozoitos méviles perfectamente
evidenciados, desde el 2° hasta el 16° subcultivo. Fsta muestra contenia
conservador de MIF, por lo que es particularmente notable el desarrollo
de trofozecitos viablez en su cultivo, a la cepa se le designd como FCQ 1
y su tlempo de supervivencia fué de cuatro semanas. La cepa se muestra en
las fotografias 1 y 2. La muestra 42, tuvé la particularidad de presentar
ademés de quistes de Entamoeba histolytica, quistes de Giardia lamblia,
mostrando en el 2° subcultivo ademas de quistes viables de ambos
protozoarios, trofozoitos de Giardia lamblia, mismos que no volvieron a
hacerse eviientes en los subcultlvos posteriores. Llaman la atencldén el
hecho de que el método de cultivo monoxénico de Robinson es utilizado

particularmente en el desarrollo de Entamoeba histolytica y con menor
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frecuencia para otro tipo de amibas, sin embargo el autor del método
menciona casos alslados en que este flagelado intestinal se desarrolla en
el cultivoe con una menor probabilidad de supervivencia, pues su habltat
diflere del de la amiba menclonada. (3,4)

La muestra 48, mostré presencia de trofozoitos de Entamoeba
histolytica desde el 2° al 9° subcultivo; esta cepa se designdé como FCQ
2, cuyo tlempo de supervivencla fué de dos semanas, en ella se observé la
movilidad de la amiba mucho mas evidente que en la cepa anterior, en el
7° subcultivo la cantidad de trofozoitos presentes fué grande, declinando
rapidamente hacla el 8° subcultivo para desaparecer completamente en el
9°.

cultivo en muchas ocasiones precede a su desaparlicién paulatina, vy

Algunos autores explican que el crecimiento plco de las amibas en

atribuyen esto a la cepa de la cual proceden, es decir que milentras mas
patégena sea, su desaparlicién sera mas rdpida y visceversa aunque esto no
puede Ebnuralizarse ocurre cen frecuencia (4,5,6,). La cepa se muestra en
las fotografias 3 y 4.

La muestra 53, designada como cepa FCQ 3 en la que el desarrollo
amibiano comenzé desde el 2° subcultivo hasta el 24° su tilempo de
supervivencia fué de seis semanas; la cepa se muestra en las fotograflias
5 vy 6, fué la cepa mas duradera ¥y en la que el desarrollo amibiano ha
sido mads notable con aumentos y descensos de la poblacién de trofozoitos,
el tamafio de los trofozoitos fué variable, lo que puede indicar la mezcla
de cepas diferentes en una misma muestra.

Llama la atencidon el numero de cinco muestras positivas al cultivo en
relacién a treinta y ocho en las gque a pesar de demostrarse la presencla
de qulistes en materia fecal , no se observd desarrollo de trofozoitos en
los cultivos; esto puede explicarse en base a que los reactivos se
encontraban en proceso de estandarizacién y el manejo de l1los mismos no
ofrecia presiciédn, por otro lado habra de tomarse en cuenta que la
experiencia es importante en la aplicacién de cualquler técnica para
lograr la eficiencla del método, misma gue para este caso era minima.
Todo esto, aunado a la dificultad para consegulr los reactivos fueron
sltuactiones que pudieron influir en el namero de muestras positivas al

cultivo.
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TABLA DE RESULTADOS

Namero de Sintomas «CPS Numero de NGmero de Cultivo
muestra siembras subcultivos positivo
1 NO + + 2 8 =
2 NO - 1 2 i
s NO _— 1 2 _—
. 4 LIGEROS +* + + 2 8 —i
s 5 NO + + + 2 6 i
m 6 LIGEROS + + + + 3 12 ——r
s 7 NO + 2 6 e
s 38 LIGEROS + + + 3 8 —
s 9 NO + 2 4 S
s 10 DESCONOCIDOS + + + + 3 s S
s 11 DESCONOCIDOS + + + 3 6 Gt
*= 12 DESCONOCIDOS 2 4 ———
* 13 DESCONOCIDOS 2 4 —_—
s 14 DESCONOCIDOS + + + 3 6 —_—
s 15 DESCONOCIDOS + + 2 4 S—
m 16 NO + 2 2 =
a 17 NO - 1 2 S
m 18 NO + + + 3 8 PREQUISTES
» 19 LIGEROS + ¥ + + 3 8 ———
s 20 NO * + 2 4 it
= 21 NO + + 2 a i
m 22 NO —_— 1 2 -
s 23 NO - 1 2 —_——
m 24 NO == 1 2 —
» 25 NO - 1 2 N—
m 26 NO - 1 2 R
a 27 LIGEROS + + 2 4 e
= 28 NO + 1 4 i
a 29 NO + + 2 5 —_——
s 30 LIGEROS + + + 3 6 —iam
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31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

m 42

43

m 44

L 2

45
46
a7
48
49
S0
51
52
53

NO
NO
NO
NO
LIGEROS
DESCONOCIDOS
DESCONOCIDOS
DIARREA
DESCONOCIDOS
DESCONOCIDOS
DESCONOCI1DOS
DESCONOCIDOS
NO
NO
NO
CIGEROS

DESCONOCIDOS

LIGEROS
NO
NO
NO
NO

LIGEROS

+ + + +

+ +

+ + + +

+ + +

+ + +

+ +

+ + + +

+ + +

+ + +
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Metodo de Faust.

Muestras =sin conservador.

Huestras con conservador de MIF.

Huestras con conservador de pinol.
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Fotografia No. 1
Trofozoito de Entamoeba hlstolytica de la cepa FCQ 1 {tincién de yodo).

Notese el nicleo claramente diferenciado por la ausencla de inclusliones

dentro del citoplasma. (aumento 450x)
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Fotografia No, 2
Trofozoito de Entamoeba histolytica de la cepa FCQ 1 (sin tincién).

El nucleo puede apreclarse como un anillo difuso excéntrico en el

citoplasma del protozoario. {aumento 450x)
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Fotografia No. 3
Trofozoito de Entamoeba histolytica de la cepa FCQ 2 (tincidén de yodo).

En &1 pueden apreclarse claramente las inclusliones de almidédn ingeridas

del cultivo. (aumento 4%50x)
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Fotografia No. 4
Trofozoitos de Entamoeba histolytica de la cepa FCQ 2 (tincién de yodo).

Presencla de varios trofozoitos con inclusiones de almidén y emisién de
pseuddpodos. (aumento 450x)
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Fotografia No. 5
Trofozoitos de Entamoeba histolytica de la cepa FCOQ 3 (tincién de yodo).

Notese la clara emisién de pseuddpodos y las inclusiones de almidén que

no permiten la observacién del nacleo. (aumento 450x)
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Fotografia No. 6

Trofozoito de Entamoeba histolytica de la cepa FCQ 3 (tincién de yodo)

Se observan ademas presencia de trofozoitos claramente destruidos y otros
contaminantes del cultivo. (aumento 450x)
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60 CONCLUSI]IONES,

- La implementacién del método de Robinson modificado para los fines
de este estudio y la consecuente estandarizacién de reactivos, permltiéd
la observaclédn de trofozoitos viables de Entamoeba histolytica en tres
cepas alsladas en el laboratorio de Parasitologia de esta Facultad.
Dichos trofozoitos mostraron emisiétn de seuddépodos, fagoclitosis e

inclusiones de almidén distinguibles claramente con la tincién de yodo.

- Dada la necesidad de que estas técnlicas se estudlien y difundan, el
método " Cultivo monoxénico de Robinson para amibas" (modificado), queda
incluido como practica de laberatorio en el curso de Parasitologia para
alumnos de 8° semestre de la carrera de Quimico Farmacobidélogo, se
pretende con esto que el estudiante adquiera habilidad en el manejo de
los medios de cultivo para amibas y ademds se profundicen 1los

conocimientos acerca de la biclogia de la Entamoeba histolytica.

— Los medlos de cultivo para amibas, son tUtiles en el diagndstico
clinico especializadoc de la amiblasis intestinal, cuando los resultados
por método coproparasitoscépicoe son dudosos; por lo tanto, es importante
dar a conocer su aplicatlibilidad en el laboratorio de Analisis Clinicos,
a fin de que la identificaclién de trofozoitos de Entamoeba histolytica
intestinal permita prevenir una amiblasis invasora; ademis este tlpo de
estudios de laboratorio puede apoyar el segulmiente en la terapla
medicamentosa.

- Dado que es posible detectar cepas patégenas‘de las no patdégenas
por medlo de corrimierto electroforéticos llamados zimodemos, el método
de cultivo monoxénico es la base para dichas técnlicas, ya que una vez
logrados los trofozoitos viables, se procede a identificar el grado de
virulencia de la cepa. La aplicacién de los zimodemos, puede ser en parte
el apoyo de estudios 1nmunolédgicos y farmacolédglcos que pretendan

reallzarse posteriores a este traba jo.
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