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Desenquistamiento y cultivo de Giardia muris
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Summary

The treatment of Giardia muris cysts with 3,3% hipoclorite removes the joined bacleria to them. With cysts
prepared in this manner, washed afterwards and finally subjected to the action of artificial gastric juice (HCL -
pepsin solution pH 1,2), we initiated monoaxenic and axenic cultures in Karapetyan, HLELSB with yeast, TC-199
with yeast, M-3 by Meyer, and TC-199 without yeast. These didn't carry antibiotics except M-3 by Meyer
medium. Our technic allowed to obtain axenic cultures of Giardia muris without necessily of previous
monoaxenic cultures.
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Resumen

El tratamiento de los quistes de Giardia muris con sol. de hipoclorito al 3,3% permite liberarlos de las bac-
terias acompadantes. Partiendo de quistes asf tratados, lavados y finalmente sometidos a !a accién de un |ugo
gastrico artificial (solucién clorhidrica de pepsina pH 1,2), pudimos iniciar cullivos monoaxénicos y axénicos en
los mediés de Karapetyan, HLELSB con levaduras, TC-199 con levaduras, M-3 de Meyer y TC-199 sin
levaduras, qué,'sal\io en unoc, medio M-3 de Meyer, no llevaban antibiéticos. Nuestra técnica permitié pues, ob-
tener, de primera intenclén, cultivos axénlcos de Giardia muris, sin necesidad, como es habiltual, de previos cul-

tivos monoaxénicos.
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Introducclén

A excepcién de Bingham y Meyer!, que cul-
tivaron trofozoitos de Giardia sp., obtenidos tras
un tratamiento desenquistante practicado sobre
los quistes, el resto de los autores que han
conseguido el cultivo de Giardia sp., lo reali-
zaron partiendo de sus trofozoitos.,

En este trabajo presentamos unos estudios
de desenquistamiento, para comprobar la
viabilidad de los quistes de Giardia sp. una vez
sometidos a distintas sustancias desinfectantes,
con el fin de conocer qué concentraciones y
sustancias tienen accién bactericida para la
flora bacteriana acompanante de los quistes,
sin que mermara la viabilidad de los mismos, y
que permitiesen as( iniciar un cultivo con los
trofozoitos obtenidos de dichos quistes. De
entre los agentes utilizados, el hipoclorito
sédico al 3,3% nos permitié iniciar cuitivos
axénicos de Giardia muris.

Material y Métodos

Se emplearon en los experimentos quls-
tes de Giardia muris procedentes de ratén
blanco de laboratorio.

Comprobada la infestacién con Giardia, se
procedia al aislamiento, concentracién y purifi-
cacién de los quistes segun la técnica siguiente:
la emulsién fecal, una vez filtrada a través de
gasa entrecruzada, se repartié en tubos de
centrifuga, centrifugandose a 500 g durante dos
o tres minutos. Retirado el sobrenadante, el
sedimento se sometid a centrifugacién en el
gradiente discontinuo de sacarosa de Sheffield
y Bjorvatn” modificada, a fin de concentrar y
purificar los quistes de Giardia. La técnica
original fue modificada por nosotros, preparan-
dose tres soluciones de sacarosa a las concen-
tracicnes de 1,5 M, 0,75 My 0,5 M. El
sedimento procedente de la primera centri-
fugacién se coloc6 en la parte superior del
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gradiente centrifugandose a 1.480 g durante
treinta minutos. Transcurrido ese tiempo, se
recogia el liquido de las interfases, sacarosa
0,5 M/agua y 0,5 M/0,75 M, en donde se en-
contraban los quistes, pasandose a tubos de
centrifuga siliconades, donde se sometieron a
tres favados con PBS (pH 7,0) por cen-
trifugacion a 1.480 g/ 30 minutos. El sedimento
asi obtenido se lavaba dos veces con buffer
fosfato. Los quistes, ya concentrados y purifi-
cados, se conservaban a 4° C, en los anteriores
tubos de centrifuga.

a) Lavado y esterilizacion de la superficie de
los quistes.

L.a suspensién de los quistes asi conser-
vados se {iltrd bajo presidn negativa de 1,2 Kg.
por cm?, a través de filtro de 8 pum (Sarorius),
colocado en un dispositivo de filtracion Sar-
torius {SM 16510), previamente esterilizado. La
filtracién se realizé en una c&mara de flujo
faminar venical, trabajéndose en estas condi-
ciones el resto de los experimentos. Los quistes
contenidos en el filtro fueron lavados, hacién-
doles pasar a su través 500 mi. de lejla comer-
cial al 3,3% en agua, lavado que tardaba en
realizarse aproximadamente treinta minutes. La
técnica es similar a la descrita para el lavado de
metacercarias de Fasciola hepatica por Osuna
y Guevara®,

Una vez finalizado el lavado se recogi6 el
filtro conteniendo los quistes, colocandose en
un tubo de centrlffuga estéril con tapén, lavan-
dose con 10 ml. de solucién de Hank estéril a
4°C. El lavado se realizé por centrifugacion a
1.480 g, durante treinta minutos, retirando el
filtro tras un segundo lavado y centtifugado de
nuave para obtener asl un sedimento de quistes
estériles.

b} Técnica de dessnquistamisnto.

El sedimento conteniendo los quistes fue
tratado durante cincuenia minutos con una
solucién de pepsina (1: 10.000 Merck) al 1%
ajustada a pH 1,2 con CLH 1N y praviamenle
calentada a 37° C., en agitacién constante de
70 impulsos/minuto.

Transcurrido este tiempo, el tubo con-
teniendo la suspensidn de quistes se cen-
trifugd a 1.480 g, durante diez minutos. El botén

de quistes obtenido se lavd con solucion de
Hank estéril a pH 7,2, tres veces, al objeto de
eliminar el exceso de Acido de la anterior
solucion. Tras el ultimo centrifugado, el sedi-
mento de quistes se suspendid en 5 ml. ds
medio TC-199 estéril, previamente calentado a
37° C. De esta suspension bisn homogenizada
se hizo inmediatamante recuento de quistes y,
eventualmente, si las habla de fomas trofo-
zoicas desenquistadas (gensralmente no habla
trofozoitos), utilizando una cémara de Neu-
bauer. Seguidamente, se incubd la suspension
a 37° C., durants 15 minutos.

c) Recuento de trofozoitos y quistes.

Conseguido el desenquistamiento, se tomé
una gota con pipeta Pasteur siiconada, con-
tando el nimero de trofozcitos y quistes en
camara de Neubauer, para, de acuerdo con el
recuente previo, establecer el porcentaje de
desenguistamiento.

Medles de Cultivo

Utilizamos cuatro medios de cullive, en los
que se mantuvieron los trofozoitos de Giardia
muris. Estos medios fueron monoaxénicos y
axénicos.

Los medios monoaxénicos que empleamos
fueron: el medio de Karapetyan®, el medio TC-
199 més 10% de SBF (inactivado a 56° C., 30")

y un medio original nuestro que denominamos
HLELSB.

H = Hank
EL = Extracto ds levadura
SB = Suero bovino.

Este medio de HLELSB se compone de:

—Bacto casiotona (Difco) . ... .. . 05 g
—Extracto de levadura {Dilco) . . . . . 0,01¢
—Suero bovine (inactivado) . .. ... . 16 ml
—Soluciénde Hank ... ......... 90 ml

A estos medios monoaxénicos se les
ahadla una suspensién de Saccharomyces ce-
revisiae a una concentracion inicial en los me-
dios de 1 x 108 levaduras por ml., introducidas
las levaduras en un lubo de didlisis.

Los medios axénicos empleados fueron el
medio M-3 de Meyer’ y el medio TC-199, més
un 20% de SBF, previamente inaclivado a 56°
C., 30 minutos.
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Se utilizaron frascos de cultivo Leighton de
22 mm#. Una vez inoculados los frascos se in-
cubaban en estufa de cultive a 37° C.

Can los trofozoitos desenquistados se ino-
culé cada medio, utilizandose 6 frascos Leigh-
fon para cada experimento.

Diariamente se observaba sl desarrollo de
los cultivos bajo microscopio invertido,

Los medios de cultivo se cambiaron dia-
riamente, en condicionas estériles,
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Resultados

En el cuadro n.? 1 se recogen los datos ob-
tenidos en cada medio de cultivo, expresando el
nimero de trofozoites de Giardia por ml.
correspandiente a cada experiencia y, junto a
él, el logaritmo decimal de dicho nimero.

Las cifras obtenidas en forma de loga-
ritmo decimal del nimero de giardias por ml.,
nos permiten expresar graficamente las curvas
de crecimiento de la Giardia muris, (Ver graficas
LN IV y V).

Cuadro n.2 1

Crecimiento de Giardia muris

Nj Nimero de trofozoitos por ml. de medio.
L) Logaritmo decimal del n.? de trofozoitos por mi.

en diversos medios de cultivo

KARAPETYAN  HLELSB+lev. TC-199+lev. M-3de MEYER TC-199 sin lev.
DIAS N L N L N L N L N L
0 160.000 5.2 72000 4,86 300.000 5,48 22.000 434 12.000 4,08
1 350,000 554 135000 5,13 600.000 5,78 40.000 46 20.000 43
2 480.000 588 250000 539 730.000 586 60.000 4,78 50000 47
3 590.000 577 310.000 549 820.000 5,91 70.000 4,85 60000 4,78
4 830,000 58 420000 562 890000 595 77000 4,89 80.000 49
5 670.000 583 500000 57 920.000 586 81.000 491 86.000 493
6 630000 58 520000 572 870.000 594 83.000 4,92 82.000 491
7 580000 576 4980.000 569 830.000 5,92 78,000 4,89 78.000 4,89
8 510000 571 470000 5,67 800.000 59 74.000 4,87 77.000 4,885
9 460.000 5,66 450.000 565 780.000 5,89 71.000 4,85 75.000 4,88
10 430,000 583 440000 564 760.000 5,88 89.000 4,84 74.000 4,87
Discuslén centrado de quistes, aseplizados con hipoclorito

Bingham y Meyer' en 1979 consiguieron el
lesenquistamiento in vitro de Giardia sp., es-
ableciendo cultivos de trofozoitos desen-
quistados, partiendo de quistes de Giardia del
hombre y del mono, Maniuvieron este cultive
durante siete meses en medio HSP-3. Los
aulores no especificaron en su trabajo la téc-
nica sequida para aseptizar los quistes y con-
seguir trofozoitos fibres de contaminacion bac-
teriana, Suponemos que los antiblidticos que
forman parte del medio HSP-3 permitieron con-
$eguir un cullivo libre de bacterias.

Nosotros conseguimos iniciar cultivo de
trofozoitos de Giardia muris en medios axé-
fIcos y monoaxénicos pariendo de un con-

sédico al 3,3% y desenquistados posterior-
mente.

Excepto en 8l medio M-3 de Meyer, que
lleva en su composicién antibidticos, nunca in-
corporamos antibidticos al cultivo, consiguien-
do cultivos libres de conlaminacién bacteriana.

Karapetyan® en 1962 cultivé Glardia duo-
denalis procadente de intestino de ratones,
naturalmente infestados con este prolozoo, en
un medio de cultivo compuesto de suero
humano, tripticasa, extracto de embrién de pollo
y solucién de Hank. También hemos ensayado
este medio, anadiendo, al igual que Kara-
petyan®, Saccharomyces cerevisae, indispen-
sable para que las giardias crezcan y se desa-
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Curva de crecimiento de Giardia
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rrollen. Pero mientras Karapetyan incorporaba a
dicho medio de cultivo penicifina (500 U.1. por
ml.) y estreptomicina (250 U.I por ml), noso-
ros, aungue no incorporamos al cultive ningln
antibiético, conseguimos que el cultivo de
Giarcia muris prosperase, lo cual es indicativo
de que los lavados previos al desenquista-
miento permitieron la aseptizacién del medio y
la obtencién de trofozoitos viables con los
cuales poder iniciar perfectamente un cultivo.

Karapetyan* en 1963, cultivandc Giardia in-
testinalis en su medio al que aRadié Candida
guillermondil sefalé que el maximo de craci-
miento se consegufa en los dfas 5, 6 y 7,
bajande el crecimiento en los dias sucesivos.
Nuesiros hallazgos fueron semsjantes a los de
este autor, puss en su medio original con-
seguimos el méximo de crecimiento en los dias
4, 5y 8, vy, a parir de esle dia, la cifra de
Giardia muris fue decreciendo hasta el décimo
dfa, en el que interrumpimos la experiencia.

En nuestro medio original HLELSB con
Saccharomyces cerevisas, el méximo de creci-
miento se obluvo en los dias 5, 6 y 7. Algo
similar ocurrid en el cultivo en medio TC-199
con levaduras, donde el crecimiento méximo se
obtuvo en fos dfas 4, 5y 6.

Meyer® en 1970, obtuvo por primera vez

cultivos axénicos de especies de Giardia, Indico
que antes de iniciar un cultivo axénico de cepas
de Giardia, debe establecerse monoaxénica-
mente con Sacchiaramyces cerevisas, pero se-
parados ambos por Una membrana de didlisis
de modo qus los requerimientos de metabolites
de levaduras vivas por parte de las giardias
fuesen satisfechos.

Transcurrido un mes de mantener el cultivo
en estas condiciones, Giardia es capaz de
crecer axenicamente en el medio M-3. El creci-
miento méaximo ocurre entre el quinto y el sép-
limo dfa de la inoculacién (Dancinger y Meyer?).

Conseguimos iniciar un cultivo axénico en
el medio M-3 de Meyer con trofozoitos de
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Giardia muris procedentes de quistes que
hablan sido aseptizados segiin nuestra me-
todologia y sometidos a la técnica de desen-
quistamiento in vitre, ya expuesta anteriormen-
te. La curva logaritmica de crecimiento de
Giardia muris indica que el crecimiento maximo
lo obtuvimos 5-6 dias después de la ino-
culacién, resultados que coinciden con los in-
dicados anteriormente por Dancinger y Meyar?,

De igual modo, sn el medic TC-199 sin
adicion de levaduras (medio que no habfa sido
ensayado por ningln autor anterlormente para
cultives de Giardia sp.), el crecimiento mé&ximo
se consiguid transcurridos 4-5 dlas de la ino-
culacién de los trofozoitos desenquistados de
quistes de Giardia muris.
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