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1 N T R O D U e e 1 O N 

La amibiasis es la infección humana debida al protozoario 

conocido como Entamoeba histolytica. Se conocen cuando -

menos cinco especies de amibas patógenas del hombre: Enta-

moeba histolytica, l· coli, E. gingivalis, Endolimax nana 

e Iodamoeba bütschlii ( 1,2 ). 

Todas viven en el intestino grueso, menos l· gingivalis -

que se encuentra en la boca. Con la excepción de E. his-

tolytica, ninguno de los protozoarios mencionados tiene -

la capacidad de producir lesiones en el intestino, ni mu

cho menos de invadir los tejidos extraintestinales ( 3 ). 
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La amibiasis ha existido como causa importante de diarrea 

y disenteria (evacuaciones con sangre, moco y pus) proba

blemente desde que la especie humana se diferenció de sus 

predecesores inmediatos en el curso de la evolución ( 4, 

5 ). Sin embargo, no fue sino hasta 1875, que el doctor 

Fedor Aleksandrovich Losch en San Petersburgo, describió 

a Entamoeba histolytica en las heces diarreicas de un pa-

ciente, e inoculó con ellas a un perro en el que produjo 

la enfermedad ( 6 ). A partir de entonces gran cantidad 

de cientificos se han dedicado al estudio de este proto-

zoario; entre ellos, Councilman y Lafle ur que en 1891 --

describieron la patogenia de la infección por l· histoly

tica; Schaudinn que seHaló las diferencias morfológicas 

entre E. histolytica y l· coli, en el ano de 1903; Wal-

ker y Sellards que en 1913 enfatizaron e l papel importan-

te de los quistes en la transmisión de la amibiasis, asi 

como algunos otros más ( 1,7,8,9 ). 

La infección por l· histolytica es de distribución univer 

sal, tanto en climas cálidos como templados; es dificil 

establecer la verdadera frecuencia de amibiasis en todo -

el mundo, ya que ésta varia entre 0.2 y 50% ( 2,4 ). 

Africa y Asia son los continentes donde la incidencia de 

la amibiasis humana es mayor; en Europa, la enfermedad -

es importante en la zona sur y en Amér i ca se encuentra --

desde Alaska hasta Argentina, con grandes variaciones ( 6, 
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La frecuencia es mayor en los grupos de edad preescolar y 

escolar, sin embargo los adultos también la sufren; puede 

ser m~s severa en los periodos de lactancia y embarazo, y 

en personas inmunodeficientes, homosexuales y turistas --

( 5,11 }. 

Los trabajos realizados por Alfonso Martuscelli y col. se 

ñalan la frecuencia de la amibiasis en México obteniendo 

un resultado del 27% de personas infecta das con E. histo-

lytica ( 12 ). En el estado de Nuevo León se han llevado 

a cabo estudios realizados por José Vargas-Mena sobre la 

frecuencia de este par~sito en poblacio nes escolares, ob-

teniéndose un resultado total del 16.2% de casos positi--

vos ( 13,14,15,16 ). Espectficamente en la ciudad de Mon 

terrey, se obtuvo un porcentaje de frecuencia d~l 15.7% 

de personas infectadas ( 17 ). 

Entamoeba histolytica presenta en la naturaleza tres esta 

dios principales: el trofozoito, el prequiste y el quis-

t'e ( 1 8 , 1 9 ) • 

Los trofozoitos, son las únicas formas presentes en tejí-

dos, varian considerablemente de tamaño entre 8 y 60 mi--

cr6metros; son identificables en evacua c iones recientes, 

sin colorear, gracias a su ttpica locomoción progresiva y 
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direccional, y en preparaciones teñidas muestran una mem-

brana citoplAsmica delgada y el citoplasma que se divide 

clAsicamente en dos porciones: una zona externa, o ecto-

plasma, que es mAs clara y da lugar a los seudópodos de -

aspecto hialino; y una zona interna, o endoplasma, fina--

mente granular y con muchas vacuolas. El núcleo ocupa 

aproximadamente una quinta parte del volumen celular y 

aparece como una esfera central rodeada de una membrana -

delgada, con cromatina granular dispuesta en masas irreg~ 

lares y un pequeño cariosoma localizado generalmente en -

posición central 1,2,4,18 ). Los trofozoitos en degen~ 

ración se mueven lentamente, el limite entre el ectoplas

ma y el endoplasma se va perdiendo, el citoplasma es mAs 

granuloso y el núcleo se conserva mejor ( 20,21,22,23 ). 

Las amibas prequisticas son células incoloras, esféricas 

u ovales, mAs pequeñas que el trofozoito, pero mayores 

que el quiste; carecen de inclusiones de alimento, la 

formación de seudópodos es lenta, y el parAsito no se des 

plaza ( 2 ). 

El quiste es la forma infectiva, el cual presenta una es-

tructura inmóvil generalmente esférica que mide de 3.5 a 

20 micrómetros de diAmetro; cuando se tiñe de manera ade 

cuada muestra de uno a ocho núcleos, pero lo mAs común es 

que sean cuatro, con una membrana nuclear delicada, con -
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condensaciones de cromatina agregadas sobre la superficie 

interna, con un endosoma central formado por uno o varios 

grAnulas dispuestos en un órgano compacto. Pueden encon-

trarse cuerpos cromatoides con bordes romos, redondeados 

y lisos en el citoplasma, el cual es ligeramente granular 

y puede contener algunas vacuolas de glucógeno( 1,20,21 ). 

Los trofozoitos se destruyen con mayor facilidad que los 

quistes; sobreviven unas cuantas horas al frio y la dese 

cación 2 ). En cambio, lns quistes pueden resistir in-

demnes varios dias en el medio y salvan también la barre-

ra g~strica. Sin embargo, se pueden des t ruir con facili-

dad sometiéndolos a ebullición ( 5,22,24 ). 

El ciclo de vida del· histolytica es relativamente senci 

llo, los quistes ingeridos pasan por el estómago y se ex

quistan por acción de la tripsina en el intestino delgado, 

de cada quiste emerge una amiba metaquistica que contiene 

cuatro núcleos, que finalmente se divide en ocho trofozoi 

tos pequeños, éstos pasan a lo largo del canal intestinal 

hasta encontrar condiciones favorables para la coloniza--

ción ( 2,24 ). Por lo general en la región del ciego oc~ 

rre ésta, pero pueden ser llevados hasta el recto sigmoi

des. La invasión de los tejidos se logra probablemente -

por acción litica y mec~nica, y bajo ciertas condiciones 

algunos trofozoitos pueden producir met~stasis en el hig~ 
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do y en otros sitios extraintestinales ( 2,19,21 ). 

Cuando los trofozoitos caen en la luz del intestino grue-

so, empiezan a ser eliminados, y si el tr~nsito intesti--

nal no es demasiado r~pido pueden pasar a la etapa pre--

qulstica y ser expulsados en las heces como quistes ( 2, 

19,21 ). 

La amiba absorbe sus alimentos de los tejidos disueltos-

por acción de sus enzimas citoliticas e ingiere glóbulos 

rojos, hemoglobina, sustancias parcialmente·sintetizadas 

por el huésped y fragmentos de tejidos, todo ello por in

clusión en un seudópodo ( 2 ). Posee enzimas como mucina, 

hialuronidasa, ribonucleasa, desoxirribonucleasa, etc., 

las cuales contribuyen a su poder patógeno ( 6,25 ). 

Las formas m~s frecuentes de transmisión son la contamina 

ción fecal de alimentos y la transmisión de persona a pe~ 

sana, ya sea por el empleo de estiércol como fertilizante, 

las moscas, las manos sucias de quienes procesan alimen--

tos ( vfa fecal-oral ), el suelo contaminado que cae en -

los pozos de riego y sobre el agua potable, el contacto 

sexual entre homosexuales, etc., en general todas relacio 

nadas con pr~cticas de higiene deficie nte ( 4,6,18 ). 

Entamoeba histolytica produce lesiones primarias en el in 

testino y secundarias en otros órganos como el hfgado, 

pulmón, cerebro y piel ( 10 ). Sin em bargo, a menudo sue 
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le comportarse como un simple comensal y no causar daño 

al huésped, ésto depende de algunos factores tales como -

la virulencia de la cepa, la producción de enzimas proteo 

liticas y citoliticas, el número de quistes ingeridos, la 

dieta del huésped, ya que si es a base de carbohidratos -

facilita el estableci miento del par~sito en el intestino, 

el colesterol que es un factor necesario para el crecí---

miento del parAsito, la inmunidad del huésped y la prese~ 

cia de bacterias entéricas adecuadas que favorezcan el --

crecimiento amibiano ( 2,6,21,26 ). 

La amibiasis intestinal puede ser aguda o crónica. La --

aguda tiene un periodo de incubación de una a 14 semanas 

y puede manifestarse como diarrea o disenteria ( 2 ). Se 

presentan frecuentemente dolores abdomin a les, hipersensi-

bilidad, fiebre, deshidratación, tenesmo, hepatomegalia -

discreta, pérdida de peso y toxemia, este cuadro puede -

confundirse con infecciones de otro tipo ( 6,10,21 ). 

La amibiasis intestinal crónica se car acteriza por presen 

tar cuadros diarreicos alternados con periodos de consti-

pación, calambres abdominales, n~useas, vómito, anorexia, 

pérdida de peso, flatulencia, tenesmo rectal, o cualquie

ra de estos síntomas aislados ( 4,10 ). Las complicacio

nes de la amibiasis intestinal comprenden: apendicitis, 

perforación del intestino, hemorragia y amebomas del co--
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lon ( 2 ). 

Cuando la lesión se produce fuera del intestino, los sin-

tomas son muy variados dependienrlo del l ugar de la infe--

cción, pero en general se producen dolores intensos, fie-

bre, escalofrlos, ano r exia y leucocitosis, entre otros 

( 6,10 ). 

El diagnóstico final de la amibiasis depende de la identi 

ficación del parásito; deben agotarse todos los métodos 

existentes antes de plantear un diagnóstico cllnico, el -

cual supone diferenciar el proceso de otras disenterias y 

enfermedades intestinales ( 2 ). 

Para hacer un diagnóstico de amibiasis asintomática e in

testinal, se ut,lizan muestras de mater i a fecal . Si la-

muestra es diarreica o disentérica, se buscan trofozoltos 

mediante un examen microscópico directo, esto debe hacer-

se dentro de la primera hora después de la evacuación 

( 19 ). Para identificar el trofozo1to se utilizan colo-

rantes como el de Quensel, la tinción de hematoxilina fé-

rrica y la tinci6n tricr6mica ( 18,20 ). En cambio, si -

la muestra fecal es sólirla se observarán quistes ( 19 ). 

Para su identificación se utilizan los procedimientos de 

concentración por flotación o sedimentación, mediante cen-

trifuqación en liquidas de diferentes pesos especificas. 
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El método de flotación por centrifugación con sulfato de 

zinc ( Técnica de Faust ) es el que se usa frecuentemente 

( 2 ). Para observar quistes se utiliza lugol o solución 

yodada de D'Antony, si se requiere una preparación perma-

nente se usan las tinciones tricrómicas y de hematoxilina 

férrica ( 6,8,18,21 ). 

Si el retraso en la observación de quistes es inevitable, 

la refrigeración mantendrA los organismos intactos duran-

te varias horas; otra alternativa es utilizar Merthiola-

te-Yodo-Formol (MYF), Formol al 10% o alcohol polivin1li-

co ( 2,8 ). 

Otro método de diagnóstico menos utilizado en los labora-

torios clinicos, es el cultivo de amibas, ya que la mayo-

ria de los investigadores lo reservan para casos especia

les. Sin embargo, es de gran utilidad aislar este par~s! 

to patógeno directamente de materias fe cales con el uso -

de medios monof~sicos o dif~sicos ya que permite confir--

mar el diagnóstico por ser m~s sensible y especifico ( 4, 

20,28,29 ). 

Para fines diagnósticos, se utilizan los medios de culti

vo monoxénicos ( Boeck y Drbahlav, 1942 ) en los cuales -

las amibas patógenas crecen con facilidad en presencia de 

alguna bacteria como Escherichia coli. Entre los medios 

de cultivo monoxénicos se encuentran, el medio de Locke 
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huevo-suero, el medio difAsico de Dobell y el de Cleveland 

Collier ( 4 ). Otro método monoxénico es el de Robinson, 

que emplea una base de agar salino y suero de bovino como 

suplemento nutricional ( 30 ) . 

Sin embargo, para estudiar la biologia celular de las ami 

bas, se han desarrollado los medios axénicos ( Diamond, 

1961 ), en los cuales no hay necesidad de asociar al par~ 

sito con otros microorganismos, y permite que se realicen 

con facilidad los an~lisis bioquimicos, morfológicos, fi

siológicos e inmunológicos ( 4 ). 

La investigación en amibiasis se veria ampliamente benefi 

ciada si se encontraran medios elaborados sobre la base -

de reactivos económicos y de f~cil obtención. En los cul 

tivos monoxénicos, el crecimiento del par~sito es depen

diente de la flora bacteriana y ayuda a explicar el meca

nismo de los diversos antibióticos de amplio espectro, p~ 

ra el tratamiento de la amibiasis ( 2,4,7 ). 

Los intentos para obtener un medio de cultivo monoxénico 

definido han demostrado que la cistei na, el ~cido ascórbi 

co, la albúmina de suero de bovino y ciertas vitaminas --

son requerimientos esenciales para el crecimiento ( 4 ) . 

Las condiciones óptimas para el desarrollo de E. histoly

tica son una temperatura entre 35-37ºC, un pH de 7.0 y ba 
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ja tensión de oxigeno ( 2 ). Esto último se logra emplea~ 

do tubos o botellas de cierre hermético llenas casi por -

completo con medio de cultivo; éstos pueden ser tanto de 

vidrio como de pl~stico, en los que las amibas se adhie-

ren a la superficie basal ( 4 ). La cantidad de materia 

fecal sembrada en el medio es mayor a la obtenida con un 

asa de platino con la que se acostumbra inocular en medios 

de cultivo bacteriológicos. Para evitar el problema de -

bacterias contaminantes se usa una técnica de microaisla-

miento en la que se lavan los quistes y después se siem--

bran en los medios de cultivo conteniendo bacterias cono-

cidas ( 31 ). 

Los antagonistas del ~cido f6lico, antimetabolitos de la 

piridoxina y pantotenato, an~logos de las purinas y piri-

midinas, como también los eritrocitos agregados al medio, 

inhiben el crecimiento amibiano ( 1 ). 

Las amibas nunca se encuentran en los cultivos en número 

comparable a las bacterias en sus cultivos, y por lo gen~ 

ral se tienen que explorar muchos campos del microscopio 

antes de encontrar una sola amiba, por lo tanto se debe 

examinar al menos tres preparaciones de un cultivo antes 

de dar información. Para mantener amibas en cultivo es -

necesario hacer subcultivos cada 48 horas. Ciertas pre--

cauciones son necesarias con objeto de evitar la pérdida 
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del cultivo, tales como: mantener la temperatura apropi~ 

da, pues este parAsito es muy sensible a los cambios de -

temperatura, especialmente al frto, y prevenir la contami 

nación de bacterias que no sean las originales presentes 

en el cultivo. El número de amibas varia considerablemen 

te en los cultivos, en ciertos dias las amibas son tan p~ 

cas que uno casi llega a creer que los organismos han pe-

recido, pero en dtas sucesivos de nuevo se vuelven muy nu 

merosas ( 31 ) . 

Algunos investigadores han realizado estudios de amibiasis 

tanto en medios monoxénicos como axénicos, entre ellos se 

encuentran De la Torre y col. quienes en 1971 aislaron 

una cepa virulenta (HM1 :IMSS) en la ciudad de México, la 

cual es empleada con éxito en laboratorios de varios pa1-

ses y ha retenido el mismo grado de vi r ulencia a lo largo 

de los años; estas amibas han servido para demostrar que 

los cultivos axénicos son capaces de pr oducir abscesos he 

pAticos en los hámsteres ( Tanimoto y col., 1971 ), as1 -

como ulceración de la mucosa intestinal en cobayos y hAms 

teres ( Anaya-Velázquez y col., 1985 ) ( 4 ). 

Las dificultades encontradas para el crecimiento axénico 

de!· histolytica han obligado a varios grupos a trabajar 

con cultivos de !· invadens, un parásito que puede produ

cir disenteria y abscesos hepáticos en reptiles. Esta es 

pecie es menos susceptible a cambios en la composición 
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del medio y produce mejores rendimientos que la E. histo-

lytica ( 4 ). 

En el Hospital Infantil .. Federico Gómez 11 de la Cd. de Mé-

xico, se llevan a cabo estudios con diferentes medios mo-

noxénicos obteniéndose resultados del 58% de positividad 

con el medio adicionado de tioglicolato ( Jiménez y col., 

1990 ). Comparando el porcentaje de efectividad con otros 

medios, éste indica ser el m~s apropiado para el creci--

miento amibiano ( 30 ). 

Debido a la importancia que presenta la infección por E. 

histolytica y por su alta frecuencia en la población, es 

necesario que se efectúe un método de diagnóstico comple

to para la amibiasis, que incluya el cultivo adem~s del 

examen coproparasitoscópico seriado que se realiza actual 

mente en los laboratorios de An~lisis Cllnicos. Por lo 

tanto el objetivo de este estudio es estandarizar el mé-

todo de cultivo monoxénico adicionado de tioglicolato, ya 

que asl se reportar~n resultados m~s exactos para dar un 

mejor servicio a los pacientes. 
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M A T E R 1 A L E S y M E I O D O S 

Para realizar este estudio se recolectaron muestras de ma 

teria fecal de la población que asistió al Laboratorio de 

AnAlisis Clinicos Servicio Social Labastida-UDEM del dia 

17 de septiembre al 10 de noviembre de 1990. Las mues---

tras fueron recogidas los dias lunes y martes, se refrig~ 

raron para conservarlas y se transportaron al laboratorio 

de Microbiologia y Parasitologia de la División de Inge--

nieria y Ciencias Naturales y Exactas de la Universidad -

de Monterrey, para ser procesadas. 

Una vez analizadas estas muestras por el método copropar~ 

sitoscópico con la técnica de Faust, se tomaron las que -
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resultaron positivas con l· histolytica para posteriormen 

te inocularlas en el medio de cultivo monoxénico adiciona 

do de tioglicolato. Al mismo tiempo se inoculó una cepa 

de amibas ( control positivo ) para llevar un control de 

calidad adecuado en el proceso. Esta cepa fue donada por 

la Unidad de Investigaciones Biomédicas del Noreste del -

Seguro Social de la Cd. de Monterrey, Nuevo León. 

TECNICA DE FAUST: FLOTACION POR CENTRIFUGACION CON SULFA 

TO DE ZINC. 

1.- Recolectar la muestra de materia fecal en un frasco 

limpio. 

2.- Preparar una suspensión 1 a 10 de materia fecal en 

agua. 

3.- Centrifugar un minuto a 2300 rpm. Descartar el so-

brenadante, añadir 2 ml de agua y suspender el sedi-

mento por agitación, agregar agua hasta llenar el tu 

bo. 

4.- Repetir el lavado y centrifugar. 

5.- Extraer el último liquido sobrenadante, añadir 2 ml 

de sulfato de zinc de densidad 1.18 ( R-1 ), suspen

der el sedimento y llenar el tubo con esta solución. 

6.- Centrifugar un minuto a 2300 rpm. 

7.- Tomar con un asa bacteriológica una muestra de la 

superficie del tubo y colocarla en un portaobjetos, 
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añadir una gota de lugol ( R-2 ) y colocar un cubre 

objetos. Realizar el examen microscópico. 

TECNICA DEL CULTIVO MONOXENICO ADICIONADO DE TIOGLICOLATO. 

l. SIEMBRA: 

1.- Mezclar aproximadamente 10 gr de materia fecal -

en la que se demostró la presencia de E. histoly

tica por la técnica de Faust con 5 ml de medio -

11 8R 11 R-4 ) y filtrar a través de una gasa; to-

mar un ml del filtrado e inocular en un tubo con 

agar salino R-5 ) en forma inclinada. 

2.- Adicionar 4 gotas de solución de eritromicina 

( 5 ug/ml ). 

3.- Agregar 5 mg de almidón de arroz en polvo. 

4.- Agregar 2 ml de medio 11 8R 11 
( R-4 ). 

5.- Dejar incubar durante 24 horas a 37ºC. 

II. CULTIVO: 

1.- Descartar el sobrenadante del tubo que contiene 

la siembra con pipeta pasteur. 

2.- Adicionar 2 gotas de solución de eritromicina --

( 5 ug/ml ). 

3.- Agregar 5 mg de almidón de arroz en polvo. 

4.- Agregar 2 gotas de peptona al 20% ( R-6 ). 

5.- Adicionar 1.5 ml de ftalato de potasio en solu--

ción ( R-7 ). 
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6.- Agregar 2 ml de medio "BRS" ( R-8 ). 

7.- Incubar durante 48 horas a 37ºC. 

r¡ 'lf1 .. 

III. PRIMER SUBCULTIVO: 

1.- Tomar del frasco que contiene el cultivo una go

ta con pipeta pasteur y colocarla en un portaob-

jetos. 

2.- Adicionar una gota de lugol ( R-2 ) y colocar un 

cubreobjetos para hacer la observación al micras 

copio ( las amibas deber~n verse teñidas por el 

lugol ). 

3.- Tomar del fondo del frasco una gota como inóculo 

para realizar el segundo subcu l tivo y preparar-

en la misma forma que el primero. 

4.- Incubar a 37ºC durante 48 horas para la segunda 

observación. 

NOTA: En un cultivo positivo empiezan a aparecer las ami 

bas dentro de las primeras 48 horas, pero se sigue 

subcultivando para aumentar la población amibiana. 

Para realizar el diagnóstico definitivo con este método -

de cultivo se lleva a cabo una técnica de tinción con He-

matoxilina Férrica. 

- 17 -

. . 
' 

. , 
\ 

1 
,t 

'• 

1! 

' 

.~. 

. ' 

,l 

r 
' 

• 



. \ 

r . ' .. "~~-.- '- ' . 1 • • F l'lf • 
• t t • ... 

1 • ·' 
. ... ' . ,. 

l' 

TECNICA DE TINCION CON HEMATOXILINA FERRICA TOMPKINS ANO 

MILLER. 

1.- Preparar los frotis tomando una gota del fondo del -

tubo donde se cultivó la amiba y mezclar con una go-

ta de suero de bovino, hacer una extensión con ayuda 

de una pipeta pasteur, y dejar secar. 

2.- Colocar en etanol al 70% con solución de yoduro de -

D'Antony ( R-9 ) por 2 a 5 min. 

3.- Colocar en etanol al 50% por 3 min. 

4.- Lavar con agua por 3 min. 

5.- Colocar en solución mordente de sulfato férrico de -

amonio al 4% ( R-10 ) por 5 min. 

6.- Lavar con agua por 1 min. 

h,n . 
.¡ . 
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' 7.- Colocar en Hematoxilina acuosa al 0.5% ( R-11 ) du-- ~~ 

rante 2 min. 

8.- Lavar con agua por 1 min. 

9.- Colocar en ácido fosfotúngstico acuoso al 2% ( R-12 ) 

por 2 a 5 min. 

10.- Lavar con agua por 10 min. 

11.- Colocar en etanol al 70% (añadiendo una pequeña can

tidad de carbonato de litio acuoso saturado) por 

3 min. 

12.- Colocar en etanol al 95% por 5 min. 

1~.- Colocar en dos cambios de etanol al 98% por 5 min ca 

da uno. 

14.- Dejar en xileno o tolueno durante toda la noche. 

- 18 -
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RE A·c T I V O S 

( R-1 ) Solución de Sulfato de Zinc: 

Sulfato de zinc heptahidratado 

Agua 

' 1'1 '1 .. 

. .. ~t. ; • . . 

333.0 g 

1000.0 ml 

Se disuelve el sulfato de zinc en el agua, y se ajusta a 

una densidad de 1.18. Se almacena a temperatura ambiente. 

( R-2 ) Lugol: 

Yodo 

Yoduro de potasio 

Agua destilada 

5.0 g 

10.0 g 

100.0 ml 

Se disuelven las sustancias en el agua destilada y se al-

macena en un frasco ámbar a temperatura ambiente. 

( R-3 ) Medio 11 R11
: 

Cloruro de sodio 125.0 g 

Acido cítrico monohidratado 50.0 g 

Fosfato monobásico de potasio 1 2. 5 g 

Sulfato de amonio 25.0 g 
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Sulfato de magnesio heptahidratado 

Acido lActico 

Hidróxido de sodio al 40% 

Azul de bromotimol al 0.04% 

Agua destilada 

1. 2 g 

100.0 ml 

7.5 ml 

2.5 ml 

2500.0 ml 

. ~. 

Se disuelven las prime r as seis sustanc i as en el agua des-

tilada; de esta solución se toman 100 ml y se adiciona -

el hidróxido de sodio y el azul de bromotimol, se ajusta 

el pH a 7.3 y se afora a 1000 ml con agua destilada. Se 

esteriliza en autoclave a 121ºC por 15 min. 

( R-4 ) Medio 11 BR 11
: 

Medio 11 R 11 
( R- 3 ) 100.0 ml 

Cultivo de Escherichia coli una gota 

Se inocula el medio 11 R11 con el cultivo de la bacter i a, se 

deja incubar a 37ºC durante 48 horas, después de este 

tiempo puede ser guardado a temperatur a ambiente durante 

2 meses. 

( R-5 ) Agar salino: 

Agar bacteriológico 15.0 g 
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Tioglicolato de sodio 

Agua destilada 

. . . ' • . . . . .. 

25.7 g 

1000.0 ml 

' ' .;· . 

Se disuelven el agar bacteriológico y e l tioglicolato de 

sodio en el agua destilada, se deja eb ullir por 1 min. Se 

coloca en tubos y se esteriliza a 121ºC durante 15 min, 

se deja enfriar en forma inclinada. Se guarda en el re--

frigerador. 

( R-6 ) Peptona al 20%: 

Peptona 

Agua destilada 

20.0 g 

100.0 ml 

Se disuelve la peptona en el agua destilada, se esterili-

za a 121ºC durante 15 min. 

( R-7 ) Solución de ftalato de potasio: 

Biftalato de potasio 

Hidróxido de sodio al 40% 

Agua destilada 

60.0 g 

25.0 ml 

500.0 ml 

Se disuelve el biftalato de potasio en el hidróxido de so 

dio al 40% y se afora a un volumen de 500 ml con agua des 

- 21 -

• ,-4•;.,¡; 
1 •, ..1.' 

' ' 

l , 

·~ ,• 

·• 

. . 
.1~ 
( ~ 



,.,.... í. 1 ... 1. •• 1 • 1 ... .,..,, J ., 

tilada; se ajusta el pH a 6.3 y se es t eriliza a 121ºC du 

rante 15 min. La solución de trabajo se utiliza llevando 

a cabo una dilución de 1:10 con agua estéril. 

( R-8 ) Medio "BRS": 

Medio "BR" ( R-4 

Suero de bovino 

Se adiciona el suero de bovino filtrado e inactivado a 

56ºC durante 30 min, al medio "BR". 

( R-9 ) Solución de yoduro de D'Antony: 

Yodo 

Yoduro de potasio 

Agua destilada 

1. o g 

1. 5 g 

100.0 ml 

Se disuelven las sustancias en el agua destilada. Se al-

macena en un frasco ~mbar a temperatura ambiente. 

( R-10 ) Solución mordente de sulfato férrico de amonio: 

Sulfato férrico de amonio 4.0 g 
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Agua destilada 100.0 ml 

Se disuelve el sulfato férrico de amoni o en el agua desti 

lada, se deja reposar una semana antes de usarlo. 

( R-11 ) Solución de Hematoxilina acuosa: 

Hematoxilina 

Agua destilada 

0.5 g 

100.0 ml 

Se disuelve la hematoxilina en el agua destilada, se deja 

reposar durante una semana antes de usarlo. 

( R-12 ) Acido fosfotúngstico acuoso: 

Acido fosfotúngstico 

Agua destilada 

2.0 g 

100.0 ml 

Se disuelve el ácido fosfotúngstico en el agua destilada, 

se deja reposar una semana antes de usarlo. 
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R E S U L T A D O S 

En el periodo comprendido entre el 17 de septiembre al 10 

de noviembre de 1990, se cultivaron un total de 25 mues--

tras de materia fecal en las que se habfa comprobado la -

presencia de Entamoeba histolytica por el examen copropa

rasitoscópico seriado ( Técnica de Faust ). 

Se obtuvieron 6 casos positivos ( 1.5% ) con el medio de 

cultivo monoxénico adicionado de tioglicolato, en los cua 

les se observaron tanto quistes como trofozoitos de E. 

histolytica. 

En este periodo se inoculó también una cepa de dicho par~ 
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sito en el mismo medio, para utilizarse como control. Se 

obtuvieron resultados positivos en todos los subcultivos 

realizados. 
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D 1 S e U S 1 O N Y e O N e L U S 1 O N E S 

Se recomienda utilizar el cultivo para la identificación 

de E. histolytica como método adicional al examen coprop~ 

rasitoscópico seriado, debido a que de esta manera el 

diagnóstico de la amibiasis intestinal será más completo 

y se reportarán resultados exactos ( 31 ). 

Como se mencionó anteriormente la técnica estandarizada -

·-~~ 
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en el presente estudio, es utilizada en el Hospital Infan -

til 11 Federico Gómez 11 de la Cd. de México, en donde se ha 

comprobado en base a los resultados obtenidos con este me . .. 
dio que es el más efectivo para el crecimiento amibiano 

( 3 o ) . 
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Es necesario enfatizar que para lograr la estandarización 

de la técnica se deben considerar todos los factores fisi 

con y químicos que intervienen en el desarrollo del par8-

sito. Entre estos factores se encuentra n el pH, el tama-

ño del inóculo, el tratamiento de la muestra y el tiempo 

de incubación de los cultivos. 

Una de las primeras observaciones fue la contaminación --

del medio por levaduras, esto se debió a que el almidón -

utilizado no habla recibido el tratamiento adecuado; este 

problema se solucionó al llevar a cabo la esterilización 

de dicho material por espacio de 3 hor as a una temperatu-

ra de 125ºC en la estufa. Se utiliza el almidón de arroz 

en el medio debido a que incrementa el crecimiento del P! 

r8sito ( 32 ). 

El pH adecuado para el crecimiento amibiano debe ser de -

7.0, sin embargo no causa ningún efecto si varia entre 

6.9 y 7.3. Es indispensable medir el pH del medio 11 R11 an 

tes y después de su esterilización, ya que como se pudo -

observar cualquier cambio en éste, influye en los resulta 

dos del cultivo. Debe mantenerse este pH para que ocurra 

la exquistaci6n del parásito y así se realice su ciclo 

vital. 

Debido a que la muestra contenta gran cantidad de bacte--
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rias, asi como de materiales residuales, fue necesario 

mezclarla con medio "BR" para después f i ltrarla a través 

de una gasa y del filt r ado se tomó el i nóculo para ser --

cultivado. Este paso es esencial para i ncrementar la sen 

sibilidad del método. 

El antibiótico empleado para inhibir la multiplicación y 

~ara eliminar a las bacterias sensibles en el med i o de 

cultivo fue la eritromicina, ya que es activa contra un -

número considerable de especies microbianas incluyendo 

neumococos, estreptococos y corinebacterias ( 21 ). 

La cepa de Escherichi a coli fue utilizada porque el ex-

quistamiento y enquistamiento de las amibas se efectúa só 

lo en presencia de bacterias. Tambié n es importante para 

iniciar el desarrollo amibiano y regular el crecimiento 

( 32 ) . 

La temperatura óptima para el crecimiento debe ser entre 

35-37ºC; el tiempo de incubación al cual deben ser someti 

das es de 48 horas, ya que al término de este periodo se 

empiezan a observar las am i bas. Sin embargo, para aumen-

tar la población de parásitos es neces ario llevar a cabo 

subcultivos cada 48-72 horas. 

El tioglicolato incorporado al medio de cultivo acelera -
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el crecimiento de la población amibiana, porque mantiene 

el potencial de óxido-reducción del medio y ayuda a in--

crementar la adhesión y la multiplicación de los par~si-

tos. 

La observación microscópica se realizó minuciosamente en 

diferentes campos de las preparaciones , encontr~ndose tan 

to quistes como trofozoitos caracterfsticos. También con 

este procedimiento se comprobó que el desarrollo de la ce 

pa control de E. histolytica inoculada en el medio fue 

adecuado. 

En los resultados obtenidos influyeron también algunos --

factores como son la fragilidad de las amibas y su pronu~ 

·-· 

•• 

. 
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·' 
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' .... J 
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' ' . 
ciada sensibilidad a variaciones, ya sea de temperatura o \! 

de alguno de los componentes del medio. Por lo que es re 

comendable que se mantenga una temperatura constante den 

tro del laboratorio y que se controle el uso de nuevos lo 

tes de reactivos en los cultivos. 

Una vez observadas las amibas en fresco, se deben reali--

zar preparaciones permanentes utilizando la tinción de He 

matoxilina Férrica. Sin embargo, es conveniente tener 

una población amibiana importante en el cultivo, para po-

der localizarlas en el frotis y establecer asf el diagnó~ 

tico definitivo. 
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La especificidad del método de cultivo se pudo comprobar 

al inocular muestras de materia fecal que presentaban ---

adem~s del· histolytica otros par~sitos, los cuales no -

influyeron en el crecimiento de ésta, ni se desarrollaron 

en el medio. 

Por todo lo anteriormente mencionado, se recomienda que -

para incrementar el número de cultivos positivos se con--

trolen con exactitud todos los factores que intervienen -

en el desarrollo de las amibas. 

El cultivo de E. histolytica debe considerarse como un --

gran progreso en los métodos experimentales para la inves 

tigación médica y biológica del presente y del futuro. 

Y debido a la gran frecuencia que prese nta la amibiasis -

en nuestro pals, es importante implantar el método de cul 

tivo como una herramienta adicional de diagnóstico para -

contribuir al control de esta enfermedad. 
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R E S U M E N 

En el presente estudio se empleó el medio de cultivo mono 

xénico adicionado de tioglicolato para aislar Entamoeba -

histolytica de materia fecal, con el fin de llegar a usar 

lo como método adicional de diagnóstico de la amibiasis -

intestinal. 

Se analizaron un total de 25 muestras de materia fecal en 

la que se habfa comprobado con anterioridad la presencia 

de dicho parasito por el examen coproparasitoscópico se--

riada, obteniéndose 6 casos positivos ( 1.5% ) en los que 

se observaron tanto quistes como trofozoitos de E. histo-

lytica. 
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