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RESUMEN

Giardia lamblia produce desnutricion y muerte por diarrea. En 1983, Keister crecio
in vitro a G. lamblia en TY1-S-33, donde ademas se requiere como requisito esencial la
presencia de bilis bovina y suero principalmente bovino. Actualmente a nivel mundial,
no hay disponibilidad de casi ningun derivado proveniente de ganado vacuno por la
enfermedad “de las vacas locas” (encefalopatia espongiforme), lo cual ha encarecido
hasta la fecha la venta de bilis y suero bovino. Por otro lado, estd documentado que el
suero bovino inhibe actividades bioldgicas importantes para la virulencia de varios
protozoarios como: Entamoeba histolytica, Trypanosoma cruzi, Trichomonas vaginalis
principalmente. Por ello, en este trabajo, nos propusimos como primera instancia
reemplazar la bilis bovina comercial usada para el cultivo de G. lamblia, usando
diferentes fuentes de bilis obtenidas del rastro municipal y extraidas en nuestro
laboratorio entre ellas usamos bilis: bovina, porcina, ovina y caprina y también sustituir
el suero bovino por componentes definidos que pudieran sustentar el crecimiento
axénico in vitro de G. lamblia.

Decidimos explorar el rendimiento de G. lamblia usando bilis de varias especies
obtenidas del rastro municipal y encontramos el mismo rendimiento cuando usamos la
bilis porcina obtenida de rastro (0.125 mg/mL), con respecto a el control (bilis bovina
comercial 0.5 mg/mL); las demas bilis bovina, ovina y caprina resultaron con densidades
menores. Por lo que podemos usar la bilis porcina sin restricciones de cantidad o
disponibilidad. Nuestro siguiente paso, fue crecer a G. lamblia en ausencia de suero y
encontramos que con el PACSR (solucion Earle, LCR, vitaminas Diamond-Tween 80 y
bilis porcina de rastro) se puede sustituir el suero comercial para el crecimiento
sustentable y vigoroso de G. lamblia.

Hemos desarrollado un medio de cultivo libre de suero usando componentes
definidos (PACSR) donde G. lamblia puede crecer en densidades iguales a los obtenidos
con suero. Con estos resultados somos el primer grupo en el mundo que podemos
cultivar G. lamblia en ausencia de suero; por lo que este hallazgo abre la posibilidad de
buscar nuevos factores de virulencia de este parasito que podrian ser enmascaradas por
la presencia del suero.
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ABSTRACT

Giardia lamblia produces malnutrition and death from diarrhea. In 1983, Keister did
grow in vitro to G. lamblia in TYI-S-33, which also is required as a prerequisite the
presence of bovine bile and semm mainly cattle. Nowadays worldwide, there is almost
no availability derived from cattle from the disease "of mad cows" (BSE), which to date
has increased the sale of bovine serum and bile. Moreover, it is documented that the
bovine serum inhibits biological activities important for the virulence of several
protozoa such as Entamoeba histolytica, Trypanosoma crnzi, mainly Trichomonas
vaginalis. Therefore, in this work, we proposed to replace the first instance as bovine
bile used for commercial cultivation of G. lamblia, using different sources of bile
obtained from municipal and trace out in our laboratory using bile including: cattle,
swine, sheep and goats, also replaced by bovine serum components that could be defined
to support the growth of in vitro axenic G. lamblia.

We decided to explore the performance of G. lamblia using several species of bile
from the city and found traces the same performance when using the bile obtained from
pig trail (0,125 mg/mL) compared to control (bovine bile trade 0.5 mg/mL); other
bovine bile, sheep and goats with densities were lower. So we can use the swine bile
unrestricted quantity or availability. Our next step was to grow G. lamblia in the absence
of serum and found that the PACSR (Earle solution, LCR, vitamins Diamond Tween-80
and bile pig trail) can be substituted for commercial serum sustainable and robust growth
of G. lamblia.

We have developed a culture medium free of serum components using defined
(PACSR) where G. lamblia can grow in densities similar to those obtained with serum.
With these results is the first group in the world that we can cultivate G. lamblia in the
absence of serum, so this discovery opens the possibility of new virulence factors of this
parasite that could be masked by the presence of serum.
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1. INTRODUCCION

Giardia lamblia es el agente responsable de la giardiasis, es un protozoario
binucleado y flagelado que puede infectar el intestino delgado de humanos y otros
mamiferos (Adam, 2001; Lujan, 2006). La giardiasis, es una patologia que se presenta
con manifestaciones clinicas que varian desde la infeccion asintomética, a la enfermedad
aguda o cronica asociada con diarrea y mala absorcidon de nutrientes pudiendo causar
hasta la muerte del hospedero (Thompson, 2000; Lopez et al., 1982; Ford, 2005).

El medio utilizado en el crecimiento en cultivo in vitro de G. lamblia se elabora a
base de tripticasa, extracto de levadura y fierro (TYI), a este medio es indispensable
enriquecerlo con suero bovino y bilis bovina para el crecimiento sustentable de G.
lamblia (Diamond et al., 1978; Keister, 1983). Desafortunadamente, como se sabe bien,
el suero bovino no presenta una uniformidad en su contenido proteico, estas proteinas
enmascaran o modifican factores de virulencia en Giardia lamblia como sucede en otros

protozoarios

Una solucidn a este problema seria utilizar un medio libre de suero para el cultivo

axénico de G. lamblia.



2. HIPOTESIS

Giardia lamblia puede crecer en el medio TY en presencia de bilis obtenidas de
diferentes fuentes y en ausencia de suero, sustituyéndolo por mezclas definidas, que
proveen los factores de crecimiento dptimos y sea este un medio accesible

econémicamente y de facil elaboracion.



3. OBJETIVO GENERAL

Lograr el crecimiento axénico de Giardia lamblia en un medio de

cultivo axénico con un sustituto de suero.



3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Elaborar curvas de crecimiento de la cepa IMSS:0989 de G. lamblia en fase
logaritmica y evaluar sus pardmetros de crecimiento (tiempo de duplicacién, tiempo
de generacién, intercepto en la curva, pendiente y coeficiente de determinacion) en el
medio de cultivo TYI-S-33 adicionado con 9% de suero y 0.5% de bilis bovina

comercial.

. Los datos obtenidos en el objetivo particular I, los compararemos con medios de

cultivo (TYI-S-33 con 9% de suero) y bilis obtenidos de diferentes animales
obtenidos del rastro municipal y liofilizado en nuestro laboratorio: a) Bilis bovina, b)
Bilis porcina y c) Bilis ovina. Determinaremos la concentracion 6ptima de cada una
de las bilis antes mencionadas. Esto es para garantizar la continuidad de este proyecto

ya que la bilis bovina de casas comerciales en Estados Unidos ya no la venden.



I1l. Determinar los rendimientos de Giardia lamblia en el medio TYI, adicionado con

diferentes suplementos.

IV. Determinaremos mediante curvas de crecimiento, los parametros (tiempo de
duplicacion, tiempo de generacion, intercepto en la curva, pendiente y coeficiente de
determinacion) del tratamiento que de el mejor rendimiento e incremento obtenido en

el objetivo especifico IlI.

V. Si en las condiciones experimentales del objetivo especifico Ill, nos dieran un
incremento sustentable y vigoroso de crecimiento en las fracciones donde se use la
albimina bovina, remplazaremos esta condicién con una mezcla mas definida como

es la mezcla de aminoacidos de Earle para sustituir a la albimina.

VI. Determinar la concentracién Optima necesaria para sustituir la albimina por la
mezcla de aminodcidos de Earle y comparar los pardmetros de crecimiento con los

controles.



4. ANTECEDENTES

4.1. Giardiasis y Giardia lamblia

Los estudios més recientes han demostrado que este parasitismo afecta al hombre
desde tiempos prehistdricos (Ortega y Bonavia, 2003). Aunque durante mucho tiempo se
pensd que era un comensal humano, no es hasta los afios 60 que se comienza a conocer
claramente que puede producir diarreas y malabsorcion en el hombre (Cox, 2002a).
Giardia lamblia, también conocido como G. duodenalis o G. intestinalis, fue el primer
protozoo humano, visto en 1681 por el cientifico Antonie Van Leeuwenhoek, quien lo
observé precisamente en sus propias heces diarreicas. Sin embargo, las ilustraciones de

Leeuwenhoek no fueron tan claras como las de Vilém Lambi.

Este flagelado fue denominado inicialmente como Cercomonas intestinalis por
Lambi en 1859; sin embargo, el parasito recibié poca atencion hasta 1902, cuando el
parasitélogo norteamericano Charles Wardell Stiles comenzé a sospechar una relacion

causal entre la infeccion por este flagelado y las diarreas (Cox, 2002a).

La observacion de una posible relacion causal del flagelado con enfermedad clinica,

no se volvio a tener en cuenta, hasta el periodo de la Primera Guerra Mundial entre 1914



y 1918, cuando se verificd que los quistes obtenidos de las heces de soldados con diarrea
provocaban similares sintomas cuando se les suministraban a animales de laboratorio.
En 1921, Clifford Dobell sugiri6 que Giardia podria ser un patégeno y en 1926,
Reginald Miller, un médico que trabajaba en Londres, demostré que algunos nifios
infectados con el parasito sufrian de malabsorcion, mientras que otros eran portadores no
afectados. Sin embargo, no fue hasta 1954 que los estudios detallados del médico Robert
Rendtorff demostraron evidencias firmes sobre la relacion entre este parasitismo y

enfermedad clinica (Cox, 2002a).

En los 300 afos transcurridos desde que fue descubierto por primera vez, este
protozoo ha comenzado a reconocerse con fuerza, como un pardsito comin y un
patbgeno potencial a escala mundial; sin embargo, aln existen muchos aspectos
desconocidos como el numero de especies que infectan a los humanos, y cual es el
papel, si existiese, que juegan los huéspedes reservorios en la epidemiologia de la

infeccion (Cox, 2002a).

Giardia lamblia agente causal de la giardiasis, es el protozoario patégeno intestinal
mas comun, que afecta a humanos y otros mamiferos (Ali y Hill, 2003; Kirkpatrick,
1987; Thompson et al., 1993; Xiao, 1994; Zajac, 1992). G. lamblia es un protozoo
flagelado que ha sido ubicado taxondmicamente segun la clasificacion en el

Subphylum:  Mastigophora  (Flagellata), Clase: Zoomastigophorea, Orden:



Diplomonadida, Suborden: Diplomonadina, Familia: Hexamitidae, Género: Giardia y

Especie: Icnnblia (Faust et al., 1961; Levine et al. 1980).

4.2 Epidemiologia

Giardia lamblia tiene una distribucién mundial. Su frecuencia es mayor en zonas
tropicales y subtropicales donde la temperatura, la humedad y las malas condiciones
higiénicas favorecen su transmision (Chute et al., 1987; Roon et al., 2004; Thompson,

2000; Thompson y Monis, 2004).

G. lamblia ha producido grandes epidemias por contaminacion fecal de alimentos y
reservorios de agua, infectando en algunos casos a miles de personas (Hlavsa et al.,
2005; Roon et al., 2004; Shandera, 1990). Este parasito constituye un importante
problema de salud publica mundial por la desnutricion y muerte que produce (Addis et
al., 1992; Thompson y Monis, 2004; Fayer et al., 2004), ademés se considera a Giardia
un posible agente de bioterrorismo por su capacidad de ser transmitido por el agua, por
su potencial de ser genéticamente manipulado y por la posibilidad de reproducir
totalmente su ciclo vital en el laboratorio (Braden y Duchin, 2002; Carus, 2001; Hunter,

1997).

La infeccion se adquiere por la ingestion de quistes procedentes de material fecal
(Knight, 1980) y la trasmision pueden ser de dos formas: a) fecal-oral directa, cuando

sucede por contacto con personas o animales infectados por Giardia (Flanagan, 1992;



Hill, 1993); y b) fecal-oral indirecta, por el consumo de aguas o alimentos contaminados
con quistes (Craun, 1986; Marshall et al., 1997; Robertson y Gjerde, 2001). Se ha
sefialado la importancia de algunos fomites entre los que se incluyen hasta los juguetes
(Smalheiser, 2004) y algunos vectores mecanicos como las moscas, los que pueden tener
particular importancia en los mecanismos de diseminacion de los quistes (Graczyk et al.,

2003).

La giardiasis es considerada como la enfermedad intestinal producida por protozoos
mas frecuente en paises desarrollados y afecta un estimado de alrededor de 280 millones
de personas a nivel mundial (Lafie y Lloyd, 2002). En paises de vias de desarrollo, G.
lamblia afecta entre un 20 a un 30 % de la poblacion, siendo ios nifios menores de 5
afos y los ancianos de mas de 65 afios los méas afectados debido a sus malos hébitos de
higiene y bajo sistema inmunoldgico (Burke, 1975; Craft, 1982; Pickering y Engelkirk,
1988). Sin embargo, se reporta también en viajeros a areas endémicas, homosexuales y
personas en asilos y nosocomios (Schmerin et al., 1978). La frecuencia de la giardiasis
en la Republica Mexicana en el 2007 fue de 2,350 casos reportados (Epidemiologia SS,

2008).

4.3 Ciclo vital
El ciclo biolégico de G. lamblia incluye dos fases o estadios: el trofozoito (forma
vegetativa) cuyo habitat es el intestino delgado, siendo responsable de las

manifestaciones clinicas; y el quiste (forma de resistencia e infecciosa) responsable de la



transmision del pardsito. Una vez ingeridos los quistes, el proceso de exquistacion se
inicia cuando los quistes pasan por el estémago y los jugos gastricos (acidos) de estos
fracturan la pared celular de los quistes, este hecho es el detonante para que haya
activacion de los trofozoitos dentro del quiste; cuando estos quistes pasan a la primera
porcién del intestino delgado, los jugos pancreéaticos (alcalinos), terminan de destruir la
pared celular de los quistes, como resultado aparecen dos trofozoitos que se multiplican

asexualmente en la superficie mucosa del intestino delgado.

Los trofozoitos se encuentran en el duodeno y primeras porciones del yeyuno, donde
se empiezan a desarrollar los trofozoitos de G. lamblia alimentdndose de nutrientes
disueltos en el intestino, asi como con bacteria y protozoarios que se encuentren
colonizando esta parte de intestino delgado. En esta parte de la infeccion es cuando

empiezan a producir los sintomas y manifestaciones clinicas.

Una vez que los trofozoitos colonizan el intestino delgado estos son arrastrados por el
bolo alimenticio hacia el intestino grueso donde el cambio enzimatico y la falta de agua
son detonantes para que los trofozoitos comiencen a enquistarse, una vez producido los
quistes estos son eliminados al exterior y pueden infectar un nuevo hospedero y asi

completar el ciclo biol6gico de este parésito. (Wolfe, 1992).
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Figura 1. Ciclo de vida de Giardia lamblia.

Las infecciones experimentales han demostrado que la infeccién puede establecerse
con indculos tan pequefios como un trofozoito ¢ 10 quistes. Los quistes han aparecido en
las heces entre 5y 41 dias posteriores a la infeccion experimental, y entre 2 y 3 semanas

en viajeros que retoman de &reas endémicas (Adam, 2001).



4.4 Caracteristicas bioldgicas
4.4.1 Trofozoito
El trofozoito posee un tamafio de 12-15 de largo x 5-9 pm de ancho. Es de aspecto
piriforme con una region dorsal convexa y dos axdstilos centrales. Su region ventral es
concava y posee un disco de succion de gran tamafio, que parece ser el 6rgano més

importante para el enlace con la mucosa intestinal del hospedador.

Tiene cuatro pares de flagelos (antero-lateral, postero-lateral, ventral y central) y un
par de cuerpos parabasales centralizados. Estos impulsan al trofozoito en forma desigual,
similar a la caida de una hoja. Estructuralmente muestra dos ndcleos de igual tamafio y
contenido, ambos con actividad transcripcional y dos cuerpos medios que exhiben
diferencias en su morfologia lo que permite identificar varias especies de Giardia. Otros
organelos celulares son, el aparato de Golgi, lisosomas y ribosomas. No se han
identificado mitocondrias ni reticulo endoplédsmico liso (Adam, 2001; Conboy, 1997;

Gillin et al., 1996).

Figura. 2 Trofozoito de Giardia lamblia
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4.4.2 Quiste

El quiste tiene una forma oval o redondeada, mide de 10-15 de ancho x 5-8 pm de
largo y posee de dos a cuatro nucleos. El nicleo contiene axonemas flagelares,
vacuolas, ribosomas y fragmentos del disco ventral. Las estructuras internas que se
observan en el trofozoito, estdn contenidas de manera desordenada dentro del quiste

(Adam, 1991; Beaver, 1984).

Figura. 3 Quiste de Giardia lamblia

4.5 Patogenia

Los quistes de G. lamblia, una vez ingeridos, pasan por el estbmago y se convierten
en trofozoitos en el duodeno. Se diseminan por este o6rgano y por el yeyuno,
adhiriéndose por medio de su ventosa ventral a la superficie de las células del epitelio
intestinal. Este parasito puede desarrollar un espectro de anomalias en la arquitectura de
las microvellosidades intestinales que va desde una apariencia normal, hasta una atrofia

parcial o total de las microvellosidades (Farthing, 1993; Stevens, 1982).



En los casos sintomaticos, se ha observado aplanamiento de las microvellosidades de
las células ciliadas del epitelio, infiltracion linfocitica y mal absorcion de nutrientes,
principalmente de proteinas y vitaminas. En ocasiones, existe acortamiento de las
microvellosidades y a veces se ve un gran numero de trofozoitos en las criptas
duodenales sin evidencias de trastornos patoldgicos (Farthing, 1996; Ortega y Adam,

1997).

El papel protector de la microflora puede estar relacionado con la competencia por
sustratos nutricionales, la competencia especifica por sitios receptores en la mucosa
intestinal, la produccién de compuestos antimicrobianos y metabolicos que inhiben el
crecimiento de microorganismos patégenos, y la amplificacion de la respuesta inmune

(Pérez et al., 2001).

Las diferencias en la flora normal del huésped pudieran explicar parcialmente la
capacidad del parasito para provocar cuadros clinicos variables en los hospederos

(Singer y Nash, 2000b; Torres et al., 2000).

El desarrollo de una enfermedad puede o no estar determinada por la accién de un
solo factor de virulencia, generalmente es un proceso multifactorial. En la mayoria de
los microorganismos la virulencia es un fendmeno muy complejo que depende de dos
propiedades generales: a) invasividad o capacidad de los agentes patogénicos para

multiplicarse y causar destruccion localizada de los tejidos invadidos y b) toxigenicidad
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6 capacidad de los agentes patogénicos para producir y liberar sustancias que pueden

causar lesiones a distancia (Rosenberg, 1976).

Los mecanismos patogenicos especificos por el que el protozoario G. lamblia causa
enfermedad, no ha sido identificado. Se ha propuesto la adhesion mecéanica y molecular
(Muller y von Allmen, 2005) donde los trofozoitos constituye una barrera fisica para la
absorcién de nutrientes (vitamina B2, D-xilosa y solutos en general) con dafio
consecuente a las microvellosidades de las células epiteliales. (Brieva et al., 1998;

Canone et al., 2000: Lewis y Freedman, 1992).

Ademds, se ha descrito que G. lamblia posee actividades enziméticas del tipo
cistein-proteasa que hidrolizan la inmunoglobulina humana IgAl, dandole capacidad

para evadir la respuesta inmune del hospedero (Parenti, 1989).

Andlisis enzimaticos de extractos crudos de G. lamblia han demostrado una mayor
actividad de proteasas en cepas aisladas de pacientes sintomaticos que en las cepas

obtenidas de pacientes asintomaticos (Guimaraes et al., 2003).

Hasta la fecha, se han detectado actividades de fosfolipasas A| y A2 y
lisofosfolipasas Li (Vargas-Villarreal et al. 2007). Actualmente, hay un incremento en
el interés por el estudio en moléculas de G. lamblia que pueden estar involucradas en el

metabolismo de los protozoarios o como posibles factores de virulencia.
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Ademads, una gran heterogeneidad entre los aislamientos de G. lamblia ha sido
demostrada por técnicas bioquimicas. Esta variabilidad fenotipica confirmada, pudiera
estar asociada a la existencia de una gran heterogeneidad genética entre los aislamientos.
Aunque no se ha encontrado una clara correlacion entre las variaciones fenotipicas y las
formas clinicas de presentacién, los estudios de caracterizacion molecular pueden ser
muy Utiles para un mejor conocimiento de la patogenicidad y la epidemiologia de la

giardiasis (Meloni et al., 1995; Guimaraes et al., 1999; Adam, 2001).

4.6 Manifestaciones clinicas

El espectro clinico de la infeccion por G. lamblia varia de acuerdo a la intensidad de
la infeccidn, la cepa del parasito y el estado inmunolégico del paciente. Oscila desde los
casos asintomaticos hasta casos con diarrea severa y persistente asociada con mal
absorcion. El periodo de incubacién después de la ingestion de quistes es variable y
puede ser tan corto como una o dos semanas o meses de infeccién con periodos de

recurrencia (Hill, 1993; Farthing, 1996; Ortega y Adam, 1997; Procop, 2001).

Los signos y sintomas de la enfermedad son dificiles de distinguir de los de otras
enfermedades gastrointestinales como Entamoeba histolytica, Escherichia coli. La
giardiasis no siempre produce diarrea y es mas frecuente los dolores abdominales y los

colicos (Adam, 1991; Beaver et al., 1984).
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Se ha descrito que la afeccion de las funciones pancredticas pudiera ser una causa de
severa mal absorcién en la giardiasis (Carroccio et al., 1997). Diferentes estudios han
encontrado los niveles de algunos oligoelementos como el hierro sérico, el zinc (Ertan et
al., 2002; Demirci et al., 2003) y el magnesio (Olivares et al., 2003; Kilic et al., 2004)
son significativamente méas bajos en pacientes infectados con Giardia lamblia que en
personas normales, lo que pudiera deberse a la mal absorcién producido por este
parésito. Entre los sintomas digestivos mas comunes estan la diarrea, los cdlicos o
dolores abdominales, nduseas y disminucion del apetito. (Demirci et al., 2003; Olivares

etal., 2003).

4.7 Historia del cultivo in vitro de Giardia lamblia

Giardia lamblia fue el primer protozoario visto en 1681 por Antonie Van
Leeuwenhoek, quien lo observé en sus propias heces diarreicas (Cox, 2002a), sin

embargo, la primera descripcion se realizé en 1859 por Vilém Lambi (Adam, 1991).

Los primeros cultivos de Giardia se reportaron desde el siglo pasado. Chatteijee en
1927, inocul6 una porcion de materia fecal con quistes de Giardia lamblia y
Trichomonas vaginalis, en PBS, logrando que las Giardias y trichomonas se pudieran

mover durante 5 semanas.
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En 1929, Pensd describié un cultivo de Giardia en suero fisiolégico con bilis y en
base N'N'N" (Novy, McNeal, Nicolle) con bilis. En ambos casos, se observaron formas

raras moviles después de 48 horas.

Poindexter reportd en 1931, que fue capaz de inducir la exquistacion de Giardia
lamblia, manteniendo los trofozoitos durante 19 dias en el medio Boeck-Drbohlav y
durante 11 dias en agar infusion higado. ElI ndmero de trofozoitos observados en
subcultivos, llevd a Poindexter a determinar que se estaba llevando a cabo la
multiplicacién de los trofozoitos y no solo la exquistacién y sobrevivencia de los
trofozoitos. Hegner y Eskidge en 1937, propusieron que la bilis favorece el crecimiento

de Giardia sp. in vivo.

En 1960, Karapetyan report6 el crecimiento de G. duodenalis de conejo en cultivo
monoxénico en la presencia de Saccharomyces cerevisiae y G. lamblia en cultivo

dixénico con dos especies de hongos (Karapetyan, 1962).

El cultivo axénico fue hecho por Meyer en 1970, quien reportd el crecimiento de
Giardia, presumiblemente G. duodenalis a partir de conejo, chinchilla, y gato (Meyer,

1970).

El proximo avance en el cultivo de Giardia fue hecho por Bingham y Meyer en 1979,

quienes aislaron quistes maduros de Giardia lamblia, tratandolos con &cido clorhidrico
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(pH 2.0) para desenquistarlos. Los trofozoitos obtenidos de esta manera pudieron ser
cultivados axénicamente sin cultivarlos en forma monoxénica previamente (Bingham y

Meyer, 1979).

El medio HSP-1 y HSP-2 son modificaciones del medio M-3 en los cuales solo se
afladio un suplemento de peptona de caseina. El suero humano utilizado en los medios
HSP-1 y HSP-2 varia de lote a lote en soportar el crecimiento de Giardia en cultivo
dando rendimientos muy variados. Este estudio reportdé por primera vez cultivo de G.

lamblia del hombre (Meyer, 1976).

Los medios desarrollados hasta entonces fueron variados desde el medio M-3 descrito
por Meyer (Bingham and Meyer, 1979) el cual, uno de sus principales componentes era
el suero humano y que podria ser utilizado tanto para el cultivo monoxénico, como para

el axénico (Diamond, 1983).

Visvesvara en 1980, en un intento por sortear este problema adapté la cepa Pértland
de G. lamblia al medio esterilizado por filtracién TP-S-1 (Diamond, 1968) conteniendo
como suplemento, suero bovino. El crecimiento obtenido en el medio TP-S-1 fue més

uniforme y numeroso comparado al de HSP-1 (Visvesvara, 1980).

Gillin y Diamond describieron el crecimiento clonal de G. lamblia en un medio

semisolido de agarosa preparado con el medio TP-S-1 (Gillin y Diamond, 1980). Bhatia
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y Warhurst describieron una técnica para la iniciacion rutinaria de cultivos axénicos a
partir de quistes de Giardia utilizando el medio de Visvesvara en donde en lugar de
utilizar'suero de bovino utilizaron suero de caballo (Bhatia y Warhurst, 1981).

Jarroll et al. demostraron que entre los componentes nutricionales, los lipidos son
esenciales para el crecimiento sostenido de G. lamblia. Ya que este parasito es incapaz
de sintetizar fosfolipidos o esterdles de novo, entonces utiliza los lipidos que ya estan
presentes en el medio de cultivo (Jarroll et al., 1981). Gillin y Reiner reportaron que el
suero bovino (Cohn fraccidn Il1) contiene un factor que es requerido por los trofozoitos
para sobrevivir en el medio y que permite la union al sustrato y la sobrevivencia a corto
plazo, pero este medio falla a soportar el crecimiento a largo plazo (Gillin y Reiner,

1982).

En estudios complementarios encontraron que el hierro y moco duodenal, aumenta el
crecimiento en el medio suplementado con sales biliares (Kobiler et al., 1981). En otro
reporte. Se logrd crecer trofozoitos de G. lamblia usando una fraccién sérica de

lipoproteina-colesterol y albumina (Weider et al., 1983).

G. lamblia fue adaptada a crecer en el medio modificado de Diamond (TYI-S-33), en

donde el crecimiento fue mejorado al suplementar a este medio con bilis bovina,

encontrando un baja en los tiempos de duplicacion de un 50 % (Farthing et al., 1983).
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Keister en 1983, utilizando el medio descrito por Diamond en 1978 (Diamond et al.,
1978) logré cultivar a G. lamblia en el medio TY1-S-33 en forma prolongada y con altos
rendimientos. Este medio lo hizo apropiado para el cultivo de Giardia, modificando la
cantidad de cisterna (cambiando de 1a 2 gramos por litro) y afiadiendo bilis bovina a la

concentracién de 500 mg por litro de medio (Keister, 1983).

Uno de los principales componentes del TYI-S-33 es un digerido pancreéatico de
caseina (denominado tripticasa). Este componente presenta serias desventajas para el
cultivo de Giardia, una de ellas es que los lotes son variables en cuanto el rendimiento
del parésito, para solventar este problema, se desarrolla un medio libre de caseina, YI-S,

consistiendo de un caldo nutritivo y una mezcla vitaminica (Diamond et al., 1995).

En los medios de uso comin (TYI-S-33 y YI-S) uno de los componentes indefinidos
imprescindibles es el suero bovino o equino. Este componente aporta distintos
nutrientes, como factores de crecimiento, vitaminas, cofactores de enzimas, proteinas,

lipidos, hormonas y sales minerales.

Kaneda y Goutsu en 1988, encontraron que Giardia tiene como principales
fosfolipidos a la fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y esfingomielina, como lipidos
neutro a los esterdles, y como acidos grasos, a los acidos palmitico y oleico.
Encontrando también que las fuentes principales de donde proceden estos lipidos son el

suero vy la bilis bovina (Kaneda y Goutsu, 1988).



Diamond desarrolld6 un medio definido de mantenimiento, donde la cisteina fue
absolutamente requerida para la unién y sobrevivencia de G. lamblia. La fraccién 11l de
Cohn del suero bovino, también estimul6 la union al sustrato y la sobrevivencia (Gillin y

Reiner, 1982).

Gillin et al en 1986, encontraron que una mezcla de lipidos biliares pueden soportar
el crecimiento de G. lamblia en un medio libre de suero, pero en una forma limitada lo
que indica que las sales biliares no llenan completamente las funciones del suero (Gillin

etal., 1986).

Bifulco y Schaefer en 1992, reemplazaron el suero del medio TYI-S-33 con un
sustituto de suero Ultroser G, pero la composicion exacta de Ultroser G es desconocida y

contiene constituyentes del suero (Bifulco y Schaefer, 1992).

Lujan et al. en 1994, reportaron que el suero Cohn fraccion IV-1 (Cf-1V-1) soporta el
crecimiento in vitro de G lamblia. Sin embargo, el Cf-IV-1 de algunos mamiferos

muestran variables efectos en el crecimiento de G. lamblia (Lujan et al., 1994).

Mata et al. en 1996, encontraron que adicionando el medio basal TYI-33 con

PACSR, favorece el crecimiento de Entamoeba histolytica. PACSR es una mezcla de

aminoacidos, vitaminas y LCR, el cual es un suplemento soluble en agua aislado de
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suero bovino que contiene colesterol, fosfolipidos, acidos grasos y proteinas (Mata et al.,

1996).

Hasta la fecha, no se ha podido cultivar a Giardia lamblia en ausencia de suero, la
eliminacion de este componente esencial para el crecimiento de G. lamblia, seria de gran
utilidad ya que cualquier suero presenta componentes que pueden inhibir la actividad de
factores de virulencia de este y algunos protozoarios (Alagén et al., 1996; Bos, 1979;

Freshney, 1987; Lushbaugh et al., 1981; Mufioz et al., 1982).

Por otro lado, debido a que Estados Unidos de Ameérica tiene un problema con
respecto a la enfermedad bovina denominada “de las vacas locas” (encefalopatia
espongiforme), actualmente no se estd surtiendo ningun producto derivado de ganado

vacuno, ya sea suero o derivados.

Por tal motivo, en este proyecto también planteamos la sustitucion de la bilis bovina
que se obtiene de una compafiia americana (Sigma) por bilis obtenidas de nuestro
entorno (rastro municipal) de diversos animales tales como vaca, puerco, borrego y

cabrito.
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5. METODOS

5.1 Origen de los reactivos
Enseguida se enlistan las compafiias de origen de cada uno de los reactivos que se

utilizaron en la elaboracidn de esta tesis.

El extracto de levadura y peptona de caseina fueron obtenidos de Bioxon de México.
Glucosa, L-cisteina, L-alanina, L-acido aspartico, L-asparagina-fUO, L-&cido glutamico,
L-prolina, L-serina, L-glutamina, glicina, L-tirosina, L-cistina, L-arginina, L-valina, L-
histidina-HCI, L-lisina, L-leucina, L-isoleucina, L-metionina, L-fenilalanina, L-treonina,
L-triptofano, seroalbimina bovina, mezcla de lipidos (LCR) fueron obtenidas de Sigma

Chemical Co. (St Luois MO, USA).

Cloruro de sodio, cido clorhidrico, fosfato de potasio monobésico, fosfato de potasio

dibasico, citrato férrico aménico, 4cido ascorbico, de Reactivos Monterrey.

La solucidn de vitaminas de Diamond 107 fue obtenida de JRH Biosciences (Lenexa,

KS).
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5.2 Material bioldgico
5.2.1 Cepa de Giardia lamblia IMSS:0989
Para la realizacion de esta tesis, se utilizd la cepa de Giardia lamblia IMSS:0989
(Mata-Cardenas et al., 1998; Vargas-Villarreal et al., 2007), la cual fue donada por el
Dr. Cedillo Rivera en 1991 al laboratorio de Fisiologia Celular y Biogquimica de la
Division de Biologia Celular y Molecular del Centro de Investigacion Biomedica del

Noreste (1.M.S.S.).

Esta cepa se ha mantenido criopreservada en nitrégeno liquido, asi como en
resiembras continuas dos veces por semana durante 15 afios. Para esta tesis, se
descongelé un tubo de la cepa original (para mantener las caracteristicas originales y
fisiologicas de virulencia de G. lamblia) y se cultivé en TYI-S-33 suplementado con 9 %

de suero bovinoy 2 % de bilis bovina (Keister, 1983).

5.3 Preparacion del medio basal TYI

La composicién del medio TYIl (Diamond, 1978) se encuentra en la Tabla I. Se
mezclaron los componentes, se disolvieron en 850 mL de agua desionizada. El pH se
ajusté a 7.0 con NaOH 10 N y se afor6 a 1000 mL con agua desionizada. EI medio se
esterilizo usando vasos de filtracion de 1000 mL Se colocaron 5 mL del medio en tubos
de 13 x 100 mm con tapon de rosca (borosilicato, Corning Co., Alemania).

Almacenamos a -20 °C hasta su uso.
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Tabla I. Composicion del TYI.

Componentes TYI
Extracto de levadura 100
Peptona de caseina 20 @
Acido ascorbico 10
Cisterna 19
Cloruro de sodio 334
Glucosa 100
K2HPO2 L g
KH2PO4 06g
Citrato férrico amonico 0.028 g

5.4 Preparacion del suero bovino (Said-Feméandez et al., 1988).

Se obtuvo el suero de sangre colectada en el rastro de la ciudad de Monterrey. La
sangre se dejo coagular a 37 °C por 12 horas, posteriormente se separd el suero del
coagulo por sedimentacion a 2,000 x g por 15 minutos. Después el suero se prefiltra con
papel Whatman No. 1y se prefiltr6 usando una serie de filtros (FIAWP Millipore
Before, MA, USA) de 10 a 0.22 pm.

Finalmente se esterilizé por filtracion utilizando sistemas de filtracion al vacio de un
litro con filtros de 0.22 pm (Corning, Inc. Corning NY, USA). El suero estéril se

descomplementd por calentamiento a 56 °C por 30 minutos, se dejoé enfriar a
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temperatura ambiente y se le afiadi6 25 mL de mezcla de vitaminas (vitaminas de
Diamond 107, JRH Biosciences, Lenexa, KS) por cada litro de suero. El suero se
distribuy6 en alicuotas de 100 mL, en botellas ambar, estériles, de vidrio con tapon de

roscay se almacené a -20 °C, hasta su uso.

5.5 Preparacion de la bilis bovina
Se disolvieron 0.3 g de bilis bovina en 10 mL de PBS. Se esterilizé usando acrodiscos
de 0.22 pm (Millipore, Molsheim France) y la solucion se almacend en tubos estériles de

13 x 150 mm con tapén de rosca a 4 °C hasta su uso (Keister, 1983).

5.6 Métodos de resiembra

La cepa 0989:IMSS de G. lamblia se mantuvo en cultivo en 5 mL de medio basal
TYI1-S-33 en tubos de tapén de rosca de 13 x 100 mm, incubandolas a 36.5 °C
(incubadora Thelco Laboratory Incubation). Antes de cada resiembra, los cultivos fueron
observados en un microscopio invertido (Biovert, Reichert, Austria) para comprobar su

buen estado.

El cultivo que mostré la mejor densidad de trofozoitos y el mejor aspecto, fue
colocado en agua-hielo durante 10 minutos y el nimero de trofozoitos se determind
utilizando un hemocitometro e inoculando 10,000 trofozoitos/mL a cada uno de los
tubos con medio fresco. Los cultivos se resembraron cada 72 horas, en fase log de

crecimiento (Mata-Cérdenas et al., 1998).
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5.7 Cinética de crecimiento

La curva de crecimiento de G. lamblia cepa 0989:IMSS se llevo a cabo por 120 horas,
inoculando 10,000 trofozoitos en 5 mL de medio basal adicionado con 9 % de suero
bovino y 0.5 mg/mL de bilis bovina, en tubos de tapon de rosca de 13 x 100 mm.

Se incubaron a 36.5 °C durante 120 horas y cada 24 horas se determiné el nimero de
trofozoitos y evaluamos sus pardmetros de crecimiento en el medio. Se realizaron tres

experimentos independientes por triplicado.

Se determind el tiempo de generacion mediante la siguiente ecuacion:
G t I b
= — 0 —_
33 4B

G es el tiempo de generacion.
Donde t significa el intervalo de tiempo de la fase exponencial,
B es el nimero de organismos al comienzo del intervalo de tiempo,

b es el numero de organismos al final del intervalo de tiempo.

Para determinar el tiempo de duplicacion se utiliz6 la siguiente ecuacion:

Td= 0.693 G

5.9 Obtencion de las bilis de rastro municipal
Se obtuvieron las bilis (bovina, porcina, ovina y de cabrito) del rastro municipal de
Monterrey, de la siguiente manera: colectamos las vesiculas biliares de las diferentes
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especies (vaca, cerdo, borrego y cabrito), usando una laparotomia exploratoria, al
detectar las vesiculas biliares, las cortamos con un cuchillo tipo carniceria de 30 cm de
largo, procurando que las vesiculas no se rompieran (las que vertian su contenido, fueron
eliminadas). Las bilis fueron depositadas inmediatamente en hielo frapé, para

mantenerlas a 4 °C para su transportacion a nuestro laboratorio.

Obtuvimos el contenido de cada bilis, punzando con un cuchillo cada vesicula y las
juntamos hasta obtener 500 mL de bilis de cada animal. Después filtramos las bilis
utilizando filtros de papel Whatman No.l, cada bilis (bovina, porcina, ovina y de
cabrito) la depositamos en frascos (previamente etiquetados) para liofizarlas.
Congelamos cada frasco a -70 °C, por 24 horas. Después de este tiempo, liofilizamos
(LABCONCO, FREEZER DRY-SYSTEM, KA, USA) cada bilis hasta sequedad y

guardamos su contenido a 4 °C y en atmdsfera de nitrégeno, hasta su uso.

5.10 Evaluacion de las diferentes bilis
Se pesaron diferentes concentraciones (0.0625-4 mg/mL) de cada una de las bilis
bovina (comercial y de rastro), porcina (comercial y de rastro), ovina de rastro y cabrito

de rastro.

Cada una de las bilis, la disolvimos en 750 mL del medio TYI-33 y se esteriliz6 por

filtracion usando vasos de filtracion de 0.22 pm de 1000 mL. Se colocaron 5 mL del
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medio en tubos de 13 x 100 mm con tapén de rosca (borosilicato, Corning Co.,
Alemania) y adicionamos el 9 % de suero bovino.

Se realizaron 6 experimentos independientes por triplicado.

5.11 Composicion y preparacion de soluciones
5.11.1 Albamina bovina al 25%
Se pesaron 10 g de albumina bovina y se disolvieron en 40 mL de PBS. Se esterilizo
por filtracion usando acrodiscos de 0.22 pin (Millex GP, Millipore, Corriglwonhill, Co.
Cork, Irlanda). Se distribuy6 en tubos de 16 x 100 mm, en alicuotas de 10 mL y se

almacend a -20 °C, hasta su uso.

5.11.2 LCR (Lipid Cholesterol Rich)

Solucién comercial la cual contiene: 114 mg de colesterol, 73.33 mg de
fosfatidilcolina, 10.90 mg de lisofosfatidilcolina, 28.70 mg de esfmgomielina, 63.75 mg
de &cido linoleico, 19.2 mg de acido araquidonico, 18.50 mg de &cido linolénico, 18.50
mg de &cido oleico y 18.50 mg de acido docohexaquenoico (Sigma Chemical Co., St

Louis, Missouri, USA).

5.11.3 Mezcla de vitaminas

Esta solucidn estd compuesta por dos mezclas de vitaminas; la mezcla vitaminica 107

(Diamond 1968) y la mezcla vitaminica Tween 80 (Diamond et al., 1978).
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5.11.3.1 Mezcla vitaminica 107

Solucion de vitaminas B hidrosolubles
Solucion a. Se disolvieron en agua bidestilada hirviendo, 62.5 mg de niacinay 125 mg
de &cido p-aminobenzoico. Se aforé a 150 mL, con agua bidestilada hirviendo, dejamos
enfriar y se coloco en frasco de 250 mL y lo almacenamos a -20 °C hasta su uso.
Solucion b. Se disolvieron en agua bidestilada, 62.5 mg de niacinamida; 62.5 mg de
hidrocloruro de piridoxina; 62.5 mg de hidrocloruro de piridoxal; 25 mg de hidrocloruro
de tiamina, 25 mg de pantotenato de calcio; 125 mg de I-inositol y 1,250 mg de clomro
de colinay se afor6 a 150 mL, con agua bidestilada, se coloc6 en frasco de 250 mL y lo
almacenamos a -20 °C hasta su uso.
Solucién c. Se disolvieron 25 mg de riboflavina en 75 mL de agua bidestilada, se le
afiadion NaOH 0.1 N gota a gota y se afor6 a 100 mL, con agua bidestilada, se colocé en
frasco de 250 mL y lo almacenamos a -20 °C hasta su uso.
Solucién de vitaminas B. Se mezclaron las soluciones a, b y c. Se afor6 a 500 mL con

agua bidestilada, se colocé en frasco de 600 mL y lo almacenamos a -20 °C hasta su uso.

Solucién de biotina
Se disolvioé 30 mg de D-biotina en 200 mL de agua bidestilada, se afiadi6 NaOH 0.1 N y
se afor6 a 300 mL con agua bidestilada, colocamos en frasco de 500 mL y lo

almacenamos -20 °C hasta su uso.
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Solucion de &cido félico
Se disolvié 30 mg de acido fdlico en 200 mL de agua bidestilada, se afiadio NaOH 0.1 N
y se afor6 a 300 mL con agua bidestilada, colocamos en frasco de 500 mL y

almacenamos -20 °C hasta su uso.

Solucién de vitaminas liposolubles (A, Dy K)
Solucion a. Se disolvieron 300 mg de vitamina Dz (calciferol) en 3 mL de alcohol etilico
al 95 % (v/v). Se agreg6 300 mg de vitamina A.
Solucion b. Se disolvieron 60 mg de vitamina K (menadiona bisulfito de sodio) en 300
mL de una solucion acuosa de Tween 80 al 5 % (v/v).
Se mezclaron la solucion a y la solucion b y se aforé a 3000 mL con agua bidestilada,

guardamos en frascos de 4000 mL y almacenamos a -20 °C hasta su uso.

Solucién de vitamina E
Se disolvid 25 mg de vitamina E (acetato de a-tocoferol) en 250 mL de agua bidestilada,

guardamos en frasco de 500 mL y almacenamos a -20 °C hasta su uso.

Solucién de trabajo de la mezcla vitaminica 107
Se mezclaron las soluciones estandar en las siguientes proporciones: 500 mL de la
solucién de vitaminas B hidrosolubles; 250 mL de la solucién de bhiotina; 250 mL de la
solucion de 4cido folico; 2500 mL de la solucidn de las vitaminas liposolubles y 250 mL

de la solucion de vitamina E. La mezcla completa se esterilizd por sistema de filtracion
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de 1 litro y se almaceno en botellas &mbar de 125 mL en la obscuridad a -20 °C hasta su

uso.

5.11.3.2 Mezcla vitaminica Tween 80
Solucion a. Mezcla vitaminica 107.
Solucién b. Se disolvieron 40 mg de vitamina B12 en 40 mL de agua bidestilada y se
aforé a 100 mL con agua bidestilada.
Solucidn c. Se disolvié 100 mg de DL-6,8 acido tioctico en 100 mL de alcohol etilico
absoluto.
Solucién d. Se disolvié 50 g de Tween 80 en 100 mL de alcohol etilico absoluto.
Solucion de trabajo de la mezcla de vitaminas Tween 80. Se mezclaron 1000 mL de
la solucién a; 12 mL de la solucién b; 4 mL de la solucion c; 4 mL de la solucién d y
180 mL de agua bidestilada. La mezcla completa se esterilizé por sistema de filtracion
de 1 litro y se almacend en botellas &mbar de 125 mL en la obscuridad a -20 °C hasta su

uso.

5.11.4 Solucién de Earle (Eagle, 1959)
Solucion 1 de sales
Soluciéon la. Se pesaron 9.05 g de NaCl; 0.40 g de KC1; 0.14 g de INMHPCL; se
disolvieron en 800 mL de agua. Se ajust6 el pH a 7.2. La solucion se coloco en botellas,
en porciones de 64 mL. Se esterilizd por autoclave y se almacend a temperatura

ambiente.
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Solucion Ib. Se pesaron 2.0 g de CaCk y se disolvieron en 1L de agua. Esta solucion se
distribuyé en alicuotas de 100 mL. Se esterilizd por autoclave y se almacend a
temperatura ambiente.

Solucion le. Se pesaron 2.0 g de MgSCL'VELO y se disolvieron en 1 L de agua. La
solucion se distribuye en alicuotas de 100 mL. Se esterilizé por autoclave y se almacend
a temperatura ambiente.

Solucién de trabajo de sales. Se mezclaron antes de afadir el resto de los componentes:

64 mL de la solucion la; 8 mL de la solucién Ib 'y 8 mL de la solucion le.

Solucion de aminoacidos

Aminoécidos esenciales

Solucion 2. Se pesaron 1.27 g de L-arginina; 0.38 g de L-histidina-HCI; 0.58 g de L-
lisina; 0.52 g de L-leucina; 0.52 g de L-isoleucina; 0.15 g L-metionina; 0.32 g de L-
fenilalanina; 0.48 g de L-treonina; 0.10 de L-triptéfano; 0.46 g de L-valina. Se
disolvieron en 100 mL de solucién 1, calentando a 80 °C. Se esterilizaron por filtracion,
se distribuyeron en alicuotas de 10 mL. y se almacenaron en tubos de 116 x 100 mm
envueltos en papel aluminio a 4 °C.

Solucion 3. Se pesaron 0.36 g de L-tirosina; 0.24 g de L-cistina. Se disolvieron en 100
mL de HC1 0.1 N. Se calentd ligeramente. Se esterilizd por filtracion, se distribuy6 en
alicuotas de 10 mL y se almacen6 en tubos de 16 x 100 mm envueltos en papel aluminio

a4 °C.

34



Solucién 4. Se pesaron 2.29 g de L-glutamina. Se disolvioé en 100 mL de solucién 1. Se
esterilizo por filtracion, se distribuy6 en alicuotas de 10 mL y se almacend en tubos de

16 x 100 mm envueltos en papel aluminio a 4 °C.

Aminoacidos no esenciales

Solucién 5. Se pesaron 0.089 g de L-alanina; 0.150 g de L-asparagina-ELO; 0.133 g de
L-&cido aspértico; 0.147 g de L-acido glutamico; 0.115 g de L-prolina; 0.105 g de L-
serina; 0.075 g de glicina. Se disolvieron en 100 mL de agua bidestilada. Se esterilizo
por filtracién, se distribuyd la solucion en alicuotas de 10 mL y se almacend en tubos de

16 x 100 mm envueltos en papel aluminio a 4 °C.

Solucion de trabajo de Earle (Eagle, 1959).
Se afiadié a cada botella de la solucién 1; 2.5 mL de cada una de las soluciones 2, 3,4y

5 de aminoéacidos y 2.5 mL de la mezcla de vitaminas de Diamond-Tween 80.

5.11.5 PACSR: Protozoa Axenic Cultivation Serum Replacement (Mata-
Cérdenas etal., 1996; 1998).

El PACSR se preparé de la siguiente forma; a la solucion de trabajo de Earle se le

afadi6 1 mL de LCR y 18 mL de la mezcla vitaminica Diamond-Tween 80 y

esterilizamos utilizando sistemas de filtracion de 250 mL.

35



5.12 Medio TYI-PACSR

Descongelamos los tubos con medio TYI1-33 con bilis porcina de rastro (250 mg/L),

se afiadieron el 0.1 mL de la mezcla de lipidos (LCR), 0.1 mL de la mezcla vitaminica

Diamond-Tween 80y 0.5 mL de solucion Earle.

5.13 Rendimiento del medio TYI

Para sustituir el suero bovino, determinamos los rendimientos de crecimiento de G.

lamblia en el medio TYI en las siguientes condiciones mencionadas en la Tabla II.

Tabla Il. Sustitutos de suero.

- . Vitaminas
- . Bilis porcina .
Suero Bilis bovina Diamond-
(9 %) (0.5 mg/mL) de rastro Tween 80
’ (0.125 mg/mL)
(0.2 %)
Control \% \4
1 Y, \%
2 \
3
4 o/
5 \Y
6
7 \Y
8 S \Y,
9 S \"

5.14 Disefio experimental

. Solucidn
LCR Albimina
(0.9 %) 9 %) de Earle
(9%)
\%
V
\%
\% \%
\%
\% \%
\% \Y

El disefio experimental usado fue un analisis de varianza completamente al azar de un

factor para probar las diferencias en los rendimientos del medio de cultivo, en los
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diferentes experimentos. Posteriormente realizamos la pmeba de Tukey para determinar

en qué experimento hubo diferencias.

5.14.1 Métodos estadisticos
Para determinar el rendimiento obtenido para cada prueba, en el crecimiento de G.
lamblia, se hicieron 6 experimentos independientes, cada uno por triplicado. Se
promediaron los rendimientos obtenidos durante los diferentes experimentos, obtuvimos
la media £ desviacion estandar y los datos se compararon mediante analisis de varianza,
usando el paquete estadistico SPSS para Windows version estandar 10 (SPSS Inc.,

Chicago Illinois, USA).
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6. RESULTADOS

El cultivo in vitro de cualquier microorganismo celular, requiere medios de cultivos
artificiales, los cuales, deben de estar preparados mediante la mezcla de componentes
purificados o de soluciones organicas complejas bien definidas. Estos cultivos deben de
mantener las condiciones fisico-quimicas adecuadas para que dichos microorganismos
puedan crecer fuera de su entorno natural, donde se debe de respetar las caracteristicas

innatas como el pH, osmolaridad y temperatura optima.

El suero bovino es un producto Unico de gran importancia en la ciencia,
principalmente en el area de la medicina y biotecnologia. El suero bovino, sirve como
suplemento en los medios de cultivo donde suele aportar factores de crecimiento y
hormonas, necesarias para el crecimiento in vitro de los microorganismos. El gran
problema de usar suero bovino es: a) a pesar de que la composicién del suero es
conocida, existen gran cantidad de componentes presentes en cantidades variables en
éste que pueden influir notablemente en el crecimiento de los microorganismos
(hormonas, factores de crecimiento); b) el suero varia de lote a lote, y se deteriora cada
afio, a pesar del almacenamiento a -20 °C; c¢) cada cambio de lote de suero requiere

realizar una serie de controles costosos y tediosos; d) si se han de purificar productos del
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medio de cultivo la presencia de los componentes del suero dificulta notablemente estos
procesos; e) desgraciadamente, el suero estd contaminado con mucha frecuencia por

virus y micoplasmas, lo que representa un grave peligro para el cultivo.

Por ello, la realizacion de esfuerzos para obtener medios definidos para el crecimiento
de microorganismos es muy importante. Esto, ademés de la reproducibilidad buscada,
permite establecer medios selectivos en los que crezca el tipo celular deseado. En la
literatura no hay reportes donde se demuestre que Giardia lamblia puede crecer en
forma vigorosa y sostenida en medios in viro definidos y en ausencia de suero bovino.
Debido a lo anterior, en esta tesis nos propusimos hacer crecer a G. lamblia en ausencia
de suero y asi tener la posibilidad més delante de poder determinar algunos factores de
virulencia de este protozoario que pueden estar enmascarados por la presencia del suero

bovino.

6.1 Parametros de crecimiento

Realizamos la cinética de crecimiento de Giardia lamblia cepa IMSS:0989,
cultivamos en el medio basal TYI, al cual le adicionamos el 9 % de suero bovino y 0.5
mg/mL de bilis bovina, inoculamos 10,000 trofozoitos/mL e incubamos a 36.5 °C por
diferentes tiempos. La Figura 4 corresponde a una curva tipica de crecimiento de G.
lamblia, la funcion matemaética que obtuvimos en la fase exponencial del crecimiento de
los trofozoitos de G. lamblia correspondio a la siguiente ecuacion.

No.giardias/mL = e
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A partir de la ecuacion lineal, determinamos un tiempo de generacion de 9.75 h 'y
tiempo de duplicacion de 6.73 h. Con estos valores definimos tanto el inoculo de 10,000
trofozoitos/mL como 72 horas las horas de incubacién que fueron necesarios para
obtener cultivos en la fase exponencial y por lo tanto, en las mejores condiciones

fisiologicas de este protozoario.

HORAS

Figura 4. Relacion temporal del crecimiento de G. lamblia. Inoculamos
por triplicado 10,000 giardias/mL en tubos con 5 mL de medio TYI
(suplementado con 9% de suero bovino y 0.5 mg/mL de bilis bovina).
Cada 24 h se enfriaron los tubos en agua-hielo por 10 min y se hizo una
dilucion de 1:10 con formalina para contar los trofozoitos en cada tubo.
Después se determind la densidad de los cultivos con un hemacitémetro.
Cada punto corresponde a seis experimentos independientes por
triplicado.
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6.2 Sustitucion de la bilis bovina

Como un objetivo adicional en esta tesis y forzados por un desabasto de bilis bovina
en el mundo, decidimos sustituir este componente al igual que el suero, se requiere para

el crecimiento in vitro de G. lamblia.

Para ello, decidimos obtener del rastro municipal diferentes tipos de bilis (bovina,
porcina, ovina y de cabrito), las cuales obtuvimos y liofilizamos por separado.
Determinamos el crecimiento de G. lamblia en el medio TYI adicionado con suero

bovino y diferentes concentraciones desde 0.0625 a 4 mg/mL.

Cuando afladimos al medio TYI adicionado con 9 % de suero bovino, bilis bovina
comercial encontramos lo esperado, la densidad méaxima la obtuvimos con 0.5 mg/mL

de bilis bovina, como esté reportado en la literatura. Figura 5.
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CONCENTRACION DE BILIS BOVINA COMERCIAL (mg/mL)

Figura 5. Efecto de la bilis bovina comercial sobre el crecimiento de
G. lamblia. Inoculamos 10,000 trofozoitos/mL a tubos con 5 mL de
medio basal TYI adicionado con 0.5 mL de suero bovino y cantidades
variables (0.625 a 4 mg/mL) de bilis bovina por 72 horas a 36.5 °C. La
barras corresponden a la media y desviacion estdndar de 6
experimentos independientes por triplicado.

Después de los resultados obtenidos con bilis bovina comercial, nuestro siguiente
paso fue determinar y cuantificar a diferentes concentraciones la bilis bovina de rastro,
procesada en nuestro laboratorio, donde encontramos que la maxima densidad de G
lamblia fue con 0.25 mg/mL. En donde demostramos que la bilis bovina obtenida del
rastro municipal y elaborada en nuestro laboratorio, fue 50 % mas eficiente que la

comprada comercialmente, ver Figura 6.
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CONCENTRACION DE BILIS BOVINA DE RASTRO (mg/mL)

Figura 6. Efecto de la bilis bovina de rastro, procesada en nuestro
laboratorio sobre el crecimiento de G. lamblia. Incubamos 10,000
trofozoitos/mL en tubos de 5 mL de medio basal TY1 adicionado con 0.5
mL de suero bovino. Control corresponde a la bilis bovina comercial con
0.5 mg/mL. La barras corresponden a la media y desviacion estandar de 6
experimentos independientes por triplicado.

Con este hallazgo, determinamos los pardmetros de crecimiento de G. lamblia, en
medio basal TY1 adicionado con suero bovino y 0.25 mg/mL de bilis bovina de rastro,
mediante una cinética de crecimiento. Obtuvimos como parametros de crecimiento el

tiempo de generacion de 7.07 h'y tiempo de duplicacién de 4.88 h. Figura 7.
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O 24 48 72 96 120
HORAS

Figura 7. Relacion temporal del crecimiento de G. lamblia en presencia
de bilis bovina obtenida de rastro. Incubamos 10,000 trofozoitos/mL en
tubos de 5 mL de medio basal TYI adicionado con 0.5 mL de suero
bovino y 0.25 mg/mL de bilis bovina de rastro. Cada 24 h se enfriaron
los tubos en agua-hielo por 10 min y se hizo una dilucion de 1:10 con
formalina para contar los trofozoitos en cada tubo. Después se determind
la densidad de los cultivos con un hemacitometro. Cada punto
corresponde a seis experimentos independientes por triplicado.

En ambos casos los tiempos de generacion (9.75 h con bilis bovina comercial y 7.07

h con bilis bovina de rastro) y los tiempos de duplicaciéon (6.73 h bilis bovina comercial

y 4.88 h con bilis bovina de rastro) fueron mejorados 1.38 veces cuando usamos bilis

bovina de rastro.
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Una vez que conocimos la concentracidn o&ptima de bilis bovina obtenida
comercialmente y de rastro, nos propusimos determinar la concentracion éptima de la
bilis porcina obtenida comercialmente sobre el crecimiento de G. lamblia. Donde
encontramos que la maxima concentracion de crecimiento fue con 0.25 mg/mL de bilis

porcina comercial. Figura 8.

NUMERO DE TROFOZOITOS (10s)/mL

CONCENTRACION DE BILIS PORCINA COMERCIAL (mg/mL)

Figura 8. Efecto de la bilis porcina comercial sobre el crecimiento de
G. lamblia. Incubamos 10,000 trofozoitos/mL en tubos de 5 mL de
medio basal TYI adicionado con 0.5 mL de suero bovino. Control
corresponde a bilis bovina comercial con 0.5 mg/mL. La barras
corresponden a la media y desviacion estdndar de 6 experimentos
independientes por triplicado.



Con el resultado anterior determinamos los parametros de crecimiento de G. lamblia,
en medio basal TY1 adicionado con suero bovino y 0.25 mg/mL de bilis porcina
comercial, mediante una cinética de crecimiento. Obtuvimos como parametros de
crecimiento el tiempo de generacion de 7.03 h y tiempo de duplicacion de 4.85 h, Figura
9. En ambos casos tanto el tiempo de generacién como el tiempo de duplicacion
disminuyeron 1.38 veces con respecto a nuestro control que es el medio suplementado

con bilis bovina comercial.
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Figura 9. Relacion temporal del crecimiento de G. lamblia en presencia

de bilis porcina comercial. Incubamos 10,000 trofozoitos/mL en tubos de

5.6 mL de medio basal TYI adicionado con 0.5 mL de suero bovino y
0.25 mg/mL de bilis porcina comercial. Cada 24 h se enfriaron los tubos

en agua-hielo por 10 min y se hizo una diluciéon de 1:10 con formalina

para contar los trofozoitos en cada tubo. Después se determind la

densidad de los cultivos con un hemacitometro. Cada punto corresponde

a seis experimentos independientes por triplicado.
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Después determinamos la concentracion optima de la bilis porcina de rastro
sobre el crecimiento de G. lamblia. Donde encontramos que la méaxima
concentracion de crecimiento fue con 0.125 mg/mL de bilis porcina de rastro.

Figura 10.

CONCENTRACION DE BILIS PORCINA DE RASTRO (mg/mL)

Figura 10. Efecto de la bilis porcina de rastro sobre el crecimiento de G.
lamblia. Incubamos 10,000 trofozoitos/mL en tubos de 5 mL de medio
TYI adicionado con 0.5 mL de suero bovino. Control corresponde a bilis
bovina comercial con 0.5 mg/mL. La barras corresponden a la media y
desviacion estandar de 6 experimentos independientes por triplicado.

Determinamos los pardmetros de crecimiento de G. lamblia, en medio basal TYI

adicionado con 9 % de suero bovino y 0.125 mg/mL de bilis porcina de rastro, mediante
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una cinética de crecimiento. Obtuvimos como parametros de crecimiento el tiempo de

generacion de 6.98 h y tiempo de duplicacion de 4.82 h. Figura 11. Ambos tiempos

fueron 1.39 veces menores que encontramos con nuestro control con bilis bovina

comercial.

HORAS

Figura 11. Relacion temporal del crecimiento de G. lamblia en presencia
de 0.125 mg/mL de bilis porcina de rastro. Incubamos 10,000
trofozoitos/mL en tubos de 5 mL de medio TYI adicionado con 0.5 mL
de suero bovino y 0.125 mg/mL de bilis porcina de rastro. Cada 24 h se
enfriaron los tubos en agua-hielo por 10 min y se hizo una dilucién de
1:10 con formalina para contar los trofozoitos en cada tubo. Después se
determino la densidad de los cultivos con un hemacitometro. Cada punto
corresponde a seis experimentos independientes por triplicado.
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Probamos diferentes concentraciones de bilis ovina de rastro y determinamos la

concentracion optima sobre el crecimiento de G. lamblia. Donde encontramos que la

maxima concentracion de crecimiento fue con 0.125 mg/mL de bilis ovina de rastro.

Figura 12.

NUMERO DE TROFOZOITOS (105/mL

CONCENTRACION DE BILIS OVINA DE RASTRO (mg/mL)

Figura 12. Efecto de la bilis ovina de rastro sobre el crecimiento de G
lamblia. Incubamos 10,000 trofozoitos/mL en tubos de 5 mL de medio
basal TYI adicionado con 0.5 mL de suero bovino. Test (testigo)
corresponde a bilis bovina comercial con 0.5 mg/mL. La barras
corresponden a la media y desviacion estandar de 6 experimentos
independientes por triplicado.
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Determinamos los pardmetros de crecimiento de G. lamblia, en medio basal TYI
adicionado con 0.5 mL de suero bovino y 0.125 mg/mL de bilis de ovina de rastro,
mediante una cinética de crecimiento. Obtuvimos como parametros de crecimiento el
tiempo de generacion de 7.17 h y tiempo de duplicacion de 4.94 h. Figura 13. Ambos
tiempos fueron 1.38 veces menores que encontramos con nuestro control con bilis

bovina comercial.
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Figura 13. Relacion temporal del crecimiento de G. lamblia usando 0.125
mg/mL de bilis de ovina de rastro. Incubamos 10,000 trofozoitos/mL en
tubos de 5.0 mL de medio basal TYI adicionado con 0.5 mL de suero
bovino y 0.125 mg/mL de bilis ovina de rastro. Cada 24 h se enfriaron
los tubos en agua-hielo por 10 min y se hizo una dilucién de 1:10 con
formalina para contar los trofozoitos en cada tubo. Después se determiné
la densidad de los cultivos con un hemacitometro. Cada punto
corresponde a seis experimentos independientes por triplicado.
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NUMERO DE TROFOZOITOS (105/mL

Probamos diferentes concentraciones de bilis ovina de rastro y determinamos la
concentracion optima sobre el crecimiento de G. lamblia. Donde encontramos que la
méaxima concentracion de crecimiento fue con 0.0625 mg/mL de bilis caprina de rastro.

Figura 14.

CONCENTRACION DE BILIS CAPRINA DE RASTRO (mg/mL)

Figura 14. Efecto de la bilis de cabrito de rastro sobre el crecimiento de
G. lamblia. Incubamos 10,000 trofozoitos/mL en tubos de 5.0 mL de
medio basal TYI adicionado con 0.5 mL de suero bovino. Control
corresponde a bilis bovina comercial con 05 mg/mL. La barras
corresponden a la media y desviacion estdndar de 6 experimentos
independientes por triplicado.
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Determinamos los parametros de crecimiento de G. lamblia, en medio TYI
adicionado con suero bovino y 0.0625 mg/mL de bilis caprina de rastro, mediante una
cinética de crecimiento. Obtuvimos como parametros de crecimiento el tiempo de
generacion de 7.20 h y tiempo de duplicacion de 4.97 h. Figura 15. Ambos tiempos
fueron 1.35 veces menores que encontramos con nuestro control con bilis bovina

comercial.
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Figura 15. Relacion temporal de crecimiento de G. lamblia con 0.0625
mg/mL de bilis de cabrito de rastro. Incubamos 10,000 trofozoitos/mL en
tubos de 5.0 mL de medio basal TYI, 0.5 mL de suero bovino y 0.0625
mg/mL de bilis de cabrito de rastro. Cada 24 h se enfriaron los tubos en
agua-hielo por 10 min y se hizo una dilucion de 1:10 con formalina para
contar los trofozoitos en cada tubo. Después se determiné la densidad de
los cultivos con un hemacitometro. Cada punto corresponde a seis
experimentos independientes por triplicado.
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6.3 Sustitucién del suero bovino

Con estos resultados, determinamos que nuestros siguientes experimentos usariamos

bilis porcina de rastro para el crecimiento de G. lamblia.

Nuestro siguiente paso, fue hacer crecer a G. lamblia en ausencia de suero. Para ello,
nos propusimos sustituir el suero bovino en el medio de cultivo TYI, en este caso
usamos las combinaciones de vitaminas Diamond-Tween 80, LCR y albimina (ver tabla
METODOS). Una vez que pusimos en practica esta estrategia encontramos que la
combinacion de la mezcla que contiene las vitaminas Diamond-Tween 80 (0.1 mg/mL),

LCR (0.1 mg/mL) y albumina (9 %) fue la que dio mejor resultado para el crecimiento

de G. lamblia. Figura 16.
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NUMERO DE TROFOZOITOS (105/mL

COMBINACIONES

Figura 16. Sustitucion del suero bovino. Incubamos 10,000
trofozoitos/mL en tubos de 5.0 mL de medio basal TYI. Control
corresponde al medio TYI con 0.5 mL de suero bovino y bilis bovina
comercial con 0.5 mg/mL. (1) suero mas bilis porcina de rastro, (2) suero
mas vitaminas; (3) LCR; (4) bilis porcina de rastro mas LCR; (5)
vitaminas mas albamina; (6) aloumina bovina mas LCR; (7) bilis porcina
de rastro mas albimina; (8) albumina , LCR, bilis porcina de rastro méas
vitaminas. La barras corresponden a la media y desviacién estandar de 6
experimentos independientes por triplicado.

Con este resultado hemos podido crecer a G. lamblia en ausencia de suero, usando
albimina, LCR, vitaminas Diamond-Tween 80 y bilis porcina de rastro, con una

eficiencia del 76.91 % con respecto al control.

54



6.3.1 Parametros de crecimiento en el medio TYI-albimina
Una vez que encontramos que G. lamblia podia crecer en ausencia de suero y este ser
sustituido por la combinacion de vitaminas Diamond-Tween 80 (0.1 mg/mL), LCR (0.1
mg/mL), albumina (9 %) y bilis porcina de rastro (0.125 mg/mL), corroboramos el
crecimiento de G. lamblia en ausencia de suero usando una curva de crecimiento.
Obtuvimos como pardmetros de crecimiento el tiempo de generacion de 8.58 h y tiempo

de duplicacion de 5.92 h. Figura 17.
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Figura 17. Relacién temporal de crecimiento de G. lamblia albdmina
bovina, LCR, bilis porcina de rastro y con las vitaminas Diamond-Tween
80. Incubamos 10,000 trofozoitos/mL en tubos de 5.0 mL de medio basal
TYI, 0.5 mL de albumina, 0.1 mL de LCR, 0.1 mL de vitaminas y 0.125
mg/mL de bilis porcina de rastro. Cada 24 h se enfriaron los tubos en
agua-hielo por 10 min y se hizo una dilucién de 1:10 con formalina para
contar los trofozoitos en cada tubo. Después se determiné la densidad de
los cultivos con un hemacitdbmetro. Cada punto corresponde a seis
experimentos independientes por triplicado.
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6.4 Sustitucion de la albumina

Como objetivo final quisimos remplazar la albdmina bovina que usamos en las
combinaciones anteriores (ver Figura 16), ya que esta generalmente bien contaminada
con acidos grasos libres de cadena alifatica corta (8 a 16 carbones), y esto podria afectar
los resultados obtenidos, ya que no sabriamos si la albimina o los acidos grasos son los
que nos estan ayudando al crecimiento de G. lamblia en ausencia de suero bovino. Para
descartar esta posibilidad usamos una mezcla definida de amino&cidos libres que pueden

sustituir a la albumina bovina, esta mezcla es Ilamada solucion de Earle. Figura 18.

COMBINACIONES

Figura 18. Sustitucion de la albimina bovina por el PACSR. Incubamos 10,000
trofozoitos/mL en tubos de 5.0 mL de medio basal TYI. Control corresponde al
medio TYI adicionado con 0.5 mL de suero bovino y bilis bovina comercial
con 0.5 mg/mL. (1) suero mas bilis porcina de rastro, (2) suero més vitaminas;
(3) LCR; (4) bilis porcina de rastro mas LCR; (5) vitaminas méas albimina; (6)
albumina méas LCR; (7) bilis porcina de rastro méas albimina; (8) albumina,
LCR, bilis porcina de rastro mas vitaminas; (9) solucion de Earle, LCR,
vitaminas y bilis porcina de rastro. La barras corresponden a la media y
desviacion estandar de 6 experimentos independientes por triplicado.
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6.4.1 Pardmetros de crecimiento en el medio TYI-PACSR
Cuando usamos el PACSR (solucion de Earle, LCR, vitaminas Diamond-Tween 80)
y en la combinacion con la bilis porcina de rastro, encontramos que el crecimiento de G.
lamblia fue 87.20 % mejor que cuando usamos la albdmina bovina en la combinacion y

1.14 % menor que nuestro testigo que fue con suero bovino.

Para corroborar este resultado hicimos curvas de crecimiento usando como sustituto
de albimina bovina el PACSR. Por regresion lineal encontramos que los pardmetros de
crecimiento de G. lamblia, el tiempo de generacion fueron de 8.49 h y tiempo de
duplicacién de 5.86 h. Figura 19. Ambos parametros fueron 0.9 veces menores que los

obtenidos con respecto a albiminay 1.26 veces con respecto al control.
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HORAS

Figura 19. Relacion temporal de crecimiento de G. lamblia en presencia
de PACSR (solucién de Earle, LCR, vitaminas Diamond-Tween 80) y
bilis porcina. Incubamos 10,000 trofozoitos/mL en tubos de 5.0 mL de
medio basal TYI, 0.5 mL de solucién de Earle, 0.1 mL de LCR, 0.1 mL
de vitaminas y 0.125 mg/mL de bilis porcina de rastro. Cada 24 h se
enfriaron los tubos en agua-hielo por 10 min y se hizo una diluciéon de
1:10 con formalina para contar los trofozoitos en cada tubo. Después se
determind la densidad de los cultivos con un hemacitometro. Cada punto
corresponde a seis experimentos independientes por triplicado.
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7. DISCUSION

Giardia lamblia (sindénimo: Giardia intestinalis, Giardia duodenalis) es el agente
causante de la enfermedad llamada giardiasis, este protozoario es considerado de gran
importancia epidemioldgica y clinica por su alta prevalencia y patogenicidad en muchos
mamiferos gatos, perros, caballos, humanos (Conboy, 1997). El interés por este protista
flagelado se ha incrementado a partir de la segunda mitad del siglo XX con el
reconocimiento de su potencial patégeno en 1962 y la demostracién, en 1987, de que la
infeccion experimental humana por Giardia cumple los postulados de Koch. Asimismo,
los estudios de secuenciacion del gen que codifica la subunidad pequefia 0 18S rRNA
(Sogin et al, 1989), utilizados en los actuales sistemas de clasificacion molecular de los
microorganismos de eucariotas, sefialan a Giardia lamblia como el organismo eucariota

mas primitivo conocido (Gillin et al, 1996).

En el mundo, G. lamblia produce una de las enfermedades diarreicas agudas mas
importantes, especialmente atacando a nifios, ancianos y turistas (Gascon, 1998;
Farugue et al, 2004). Este protozoario es trasmitido en el agua y alimentos
contaminados con quistes (Wolfe, 1992) y la giardiasis es considerada actualmente la

infeccion més comdn del intestino delgado del hombre del trépico latinoamericano. La
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tasas de reinfeccion por G. lamblia son altas en zonas endémicas, por lo que la infeccion
por este protozoo, a diferencia de otras parasitosis intestinales, resulta muy dificil de
controlar (Gilman et al., 1988; Dorea et al., 1996). La variacion antigénica ha sido
seflalada como un mecanismo del parésito para incrementar tanto la oportunidad de
infeccidn inicial exitosa como las frecuentes reinfecciones (Nash, 1997). Los estudios
clinicos y experimentales sefialan que en el hospedero hay anomalias en los linfocitos
B, permitiendo la susceptibilidad de adquirir la infeccion por este protozoario (Katelaris

etal., 1995).

Por otro lado, el mecanismo patogénico especifico por el que el protozoario G
lamblia causa enfermedad no ha sido identificado con claridad. Se habla de una
patogenia de origen multifactorial y se han implicado a factores dependientes tanto del
parasito como del hospedador, siendo: a) Factores dependientes de G. lamblia’ se han
observado alteraciones histoquimicas de la mucosa intestinal, debidas a la activacion de
los linfocitos T por la presencia de VSP (proteinas variantes de superficie), que se
traducen en una atrofia de las microvellosidades intestinales y b) Factores dependientes
del hospedador: i) la inmunodeficiencia humoral, como la hipogammaglobulinemia, o el
déficit selectivo de IgA vy la susceptibilidad en los antigenos de histocompatibilidad, ii)
la malnutricion calérico-proteica aumenta la gravedad de la giardiasis, iii) la microflora
intestinal, imprescindible para la expresion de la patogenicidad de G. lamblia (Canut et

al., 1996; Katelaris et al., 1995; Oberhuber y Stolte, 1995).
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A pesar de que durante los ultimos tiempos se ha venido ganando en conciencia sobre
la importancia para la Salud Publica de la infeccién por Giardia y de que ha aumentado
el interés por las investigaciones sobre este protozoo, existen ain muchas cuestiones que
no han sido elucidadas totalmente, como son: i) el riesgo potencial de la transmision
zoondtica, ii) ciertos mecanismos de patogenicidad, iii) algunos procesos de reaccion del
huésped frente a la infeccidn, y iv) la respuesta inmune. Por otra parte, se continda la
busqueda de nuevos recursos terapéuticos para combatir y prevenir la infeccion tanto en

el hombre como en los animales (Minenoay Avery, 2003).

Por otro lado, se sabe que para cultivar in vitro cualquier microorganismo, se
requieren medios de cultivos artificiales, los cuales, deben ser preparados mediante la
mezcla de componentes purificados o de soluciones orgédnicas complejas. Estos cultivos
deben de mantener las condiciones fisico-quimicas adecuadas para que dichos
microorganismos puedan crecer fuera de su entorno natural, donde se debe de respetar
las caracteristicas innatas como el pH, potencial de oxido-reduccion, osmolaridad y
temperatura éptima de cada microorganismo y disposicién de nutrientes tales como

grasas, lipidos, proteinas, entre otros.

En esta tesis trabajamos con cultivos del protozoario parasito G. lamblia; ya que para
el cultivo in vitro de este microorganismo es indispensable suplementar el medio de
cultivo con suero y bilis de mamifero (Keister, 1983), ya que in vivo su hébitat es la
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region del duodeno y el yeyuno proximal (Kamat y Murugasu, 1974; Olveda et al.,
1982), sitios en donde estan disponibles estos nutrientes. Sin embargo, recientemente
han surgido una serie de dificultades para obtener ambos productos (suero y bilis
bovina) de forma comercial ya que ha resurgido la enfermedad de las vacas locas
(encelopatia espongiforme). Por estos antecedentes anteriores y sin la disposicion de
poder comprar productos derivados de vaca (suero bovino y bilis bovina), nos
planteamos la posibilidad, de que G. lamblia pudiera crecer en un medio con un sustituto

de suero y una fuente alterna de bilis.

De acuerdo con lo anterior, exploramos con mayor detalle la presencia del suero
bovino en el medio de cultivo in vitro ya que este producto es de gran importancia en el
disefio y elaboracion de medios de cultivo, porque sirve como suplemento debido a que
aportar lipidos, factores de crecimiento y hormonas, necesarias para el crecimiento in
vitro de los microorganismos. El gran problema de usar suero bovino es: a) existen
componentes en cantidades variables, que pueden influir notablemente en el crecimiento
de los microorganismos (hormonas, factores de crecimiento, toxinas, etc.); b) el suero
varia de lote a lote, y se deteriora con el tiempo, a pesar del almacenamiento a -20 °C; c)
cada cambio de lote de suero requiere realizar una serie de controles tediosos y costosos;
d) si se han de purificar productos del medio de cultivo la presencia de los componentes
del suero dificulta notablemente estos procesos; e) el suero estd frecuentemente

contaminado con virus y micoplasmas, lo que representa un grave peligro para el
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cultivo. Esto, ademds de la reproducibilidad buscada, permite establecer medios

selectivos en los que crezcan tipos celulares deseados.

Por otro lado, actualmente, las técnicas de cultivo que son utilizadas para el estudio in
vitro de los parasitos son abordadas utilizando diferentes puntos de vista ya que el
cultivo es un prerrequisito para estudios que requieren un gran nimero de células, por
ejemplo en pruebas de antiparasitarios, estudios antigénicos, bioquimicos y de biologia

celular y molecular (Adam, 2001; Cox, 2002a).

En este trabajo, para establecer los estandares de comportamiento del cultivo de G.
lamblia bajo condiciones axénicas in vitro empleando el medio TYI suplementado con
suero bovino y bilis bovina comercial, realizamos curvas de crecimiento para determinar
la cantidad de inoculo y los dias de incubacidn necesarios para tener a G. lamblia (cepa
IMSS:0989) en buenas condiciones fisiolégicas. Con las curvas de crecimiento
desarrolladas encontramos un tiempo generacion de 9.75 h y tiempo de duplicacion de
6.73 h con un inoculo de 10,000 trofozoitos/mL (Figura 2). Lo anterior concuerda con
otros reportes en donde se ha descrito un tiempo de generacion de 7.5 hasta 12 h en
condiciones semejantes de cultivo (Farthing, 1983; Guimaraes et al., 2002). Con estos
datos definimos 72 horas de incubacién como el tiempo necesario para que G. lamblia
alcance su fase logaritmica, lo que nos aseguraba una maxima cantidad en masa de este
protozoario en las mejores condiciones fisioldgicas (Figura 4).
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Por otra parte, para sustituir la bilis bovina comercial (control) en el medio de cultivo
axénico TYI el cual es adicionado con suero bovino para G. lamblia se realizaron
ensayos empleando bilis bovina de rastro (Figura 6), porcina comercial (Figura 8)
porcina de rastro (Figura 10), ovina (Figura 12) y de cabrito (Figura 14). Los resultados
encontrados indican que la bilis bovina comercial (empleando 0.5 mg/mL; ver Figura 5),
puede ser sustituida satisfactoriamente empleando bilis porcina comercial (empleando
solamente 0.25 mg/mL, ver Figura 8), la cual a su vez puede ser sustituida por la bilis
porcina de rastro (empleando 0.125 mg/mL, ver Figura 10), estos rendimientos no
presentaron diferencia significativa con respecto al control (ver Figura 5); sin embargo,
es de resaltar que al emplear la bilis porcina de rastro se obtuvo un rendimiento de
96.07%, este rendimiento es superior al 95.71% obtenido al emplear la bilis porcina
comercial, consideramos importante hacer notar que con la bilis porcina de rastro
empleamos la concentracidn mas baja de 0.125 mg/mL, este resultado nos condujo a
hacernos la siguiente pregunta: ¢Es indispensable la bilis para el cultivo in vitro de G
lamblia!, por lo cual realizamos un ensayo por triplicado en ausencia de bilis,
obteniendo un rendimiento de 17% en la primera resiembra y para la segunda resiembra,
este cultivo no crecio, con estos resultados corroboramos la necesidad que tiene G
lamblia en cultivos in vitro, esta necesidad de bilis en el medio de cultivo se debe a que
G. lamblia es incapaz de sinterizar de novo los fosfolipidos de sus membranas (Farthing

et al, 1985).
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Cuando empleamos otras bilis como la bilis ovina (Figura 12) y la bilis de cabrito
(Figura 14) ambas obtenidas del rastro municipal, estas bilis produjeron rendimientos
muy bajos de 40 % menos que el control o la misma bilis porcina también de rastro, este
efecto negativo en el crecimiento de este protozoario posiblemente se deba a que la
consistencia de estas bilis era muy grasosa y por consiguiente la disposicion de
nutrientes no fue la adecuada para soportar el cultivo celular de G. lamblia, o también
puede ser que las bilis ovina y de cabrito no tengan los requerimientos necesarios para
sustentar el crecimiento de este protozoario, lamentablemente esta informacion no puede
ser cotejada con ningun otro trabajo, ya que es el primer estudio de su tipo que se realiza

con algin protozoario parasito humano como lo es G. lamblia.

La bilis bovina y porcina obtenida del rastro y procesada en condiciones de
laboratorio fueron 2 veces mas potentes que las obtenidas comercialmente (ver Figura 6
y Figura 10). Estos resultados encontrados abren la posibilidad de sustituir la bilis
obtenida de otros paises -l1a cual siempre es mas cara y dificil de conseguir-, asi como el

usar la bilis de laboratorio sin restricciones de cantidad o disponibilidad.

En el estudio de la substitucion del suero en el crecimiento de G. lamblia, en el medio
basal TYI usamos las siguientes combinaciones: 1) suero mas bilis porcina de rastro, (2)
suero mas vitaminas; (3) LCR (mezcla de lipidos y colesterol); (4) bilis porcina de rastro
méas LCR; (5) vitaminas mas albimina; (6) albimina bovina mas LCR; (7) bilis porcina

de rastro més albumina; (8) albumina, LCR, bilis porcina de rastro y vitaminas.
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Estos componentes se saben que por separado sirven para sustentar el crecimiento de
microorganismos y son usados frecuentemente como suplementos en los medios de
cultivos. Nuestro grupo estaba interesado en usarlos en combinaciones para obtener
mejores resultados, en comparacion si se utilizaban en forma individual. Encontramos
que la combinacion de albumina, LCR, bilis porcina de rastro més vitaminas, los
trofozoitos de G. lamblia podrian crecer en ausencia de suero con una eficiencia del
76.91 % con respecto al control que usamos (suero mas bilis porcina de rastro; ver

Figura 16).

Estos componentes son bien definidos a excepcion de la albumina ya que esta
generalmente est4 contaminada con &cidos grasos libres de cadena alifética corta (8 a 16
carbones), y esta contaminacién podria afectar los resultados obtenidos, ya que no
sabriamos si la albimina o los &cidos grasos son los que nos estan ayudando al
crecimiento de G. lamblia en ausencia de suero bovino. Por ello, substituimos la
albimina bovina por una mezcla definida de aminoacidos llamada solucién de Earle
(Eagle, 1959). Cuando usamos la solucion de Earle en combinacién con LCR, vitaminas
Diamond-Tween 80 y bilis porcina de rastro encontramos que el crecimiento de G
lamblia fue 87.20 % mejor que cuando usamos la albimina bovina en combinacion con
LCR, vitaminas Diamond-Tween 80 y bilis porcina de rastro 76.91 % menor que nuestro

testigo que fue con suero bovino y bilis porcina (Figura 18).
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Los resultados obtenidos muestran que para el cultivo in vitro de G. lamblia el suero
bovino puede ser sustituido por el PACSR (Protozoa Axenic Cultivation Serum
Replacement) (ver Figura 18), resultados semejantes fueron obtenidos al sustituir el
suero por el PACSR en cultivos de los protozoarios parésitos de humanos, Trichomonas

vaginalis y Entamoeba histolytica (Mata et al, 1996 y 1998).

Hasta ahora no se habia propuesto un sustituto de suero para el crecimiento de G.
lamblia in vitro, en esta tesis pudimos obtener una serie de combinaciones de
compuestos totalmente definidos que sustentan el crecimiento de este protozoario in

vitro en forma igual a la obtenida con suero bovino.
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8. CONCLUSIONES

Para establecer condiciones de cultivo axénicas in vitro para G. lamblia en este

trabajo encontramos que:

La bilis bovina comercial puede ser reemplazada satisfactoriamente con la
bilis porcina de rastro, la cual resulté potente ya que se empled una menor
concentracion (0.125 mg/mL) que la bilis bovina comercial (0.5 mg/mL) y

obtuvimos resultados muy similares.

Comparamos la bilis porcina de rastro (0.125 mg/mL) y la bilis porcina
comercial (0.25 mg/mL) y encontramos rendimientos similares. Por lo que es
posible reemplazar la bilis porcina de rastro por la bilis porcina comercial, lo

cual facilita la adquisicién y manejo.

El LCR contiene lipidos que son esenciales para G. lamblia. La albimina

puede ser sustituida por la mezcla de amino&cidos de Earle.
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» Encontramos que la mayor densidad de trofozoitos la obtuvimos al adicionar:
PACSR (9%) y bilis porcina de rastro (0.125 mg/mL), este dato se comparo

con el control (suero y bilis bovina) y observamos resultados muy similares.

» Es posible sustituir satisfactoriamente el suero (9%) con el PACSR (mezcla

de lipidos, vitaminas Diamond-Tween 80 y solucion de Earle) para el cultivo

axénico en TYI de Giardia lamblia.

De acuerdo con los resultados obtenidos, hemos desarrollado un medio de cultivo

para Giardia lamblia libre de suero, usando componentes definidos.
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