Medio de Keister modificado para el cultivo de Giardia lamblia in vitro
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Resumen

Se informa sobre la modificacion del medio
tradicional de Keister usado para el crecimiento de
Giardia lamblia. El medio propuesto permite
elaborar volumenes importantes que son
esterilizados en autoclave y enriquecidos
posteriormente con volumenes pequeios de los
componentes que son sensibles al calor. G. lamblia
cultivado en el medio modificado creci6é al mismo
nivel que en el medio tradicional.

PALABRAS CLAVE: Giardia lamblia, cultivo de
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Introduccion

La aparicion de los actuales medios de cultivo para
protozoarios ha permitido investigar diversos
aspectos parasitarios en dreas como el diagndstico,
bioquimica e inmunologia, entre otros. El estudio
de Giardia lamblia, protozoario flagelado
reconocido como una importante causa de diarreas
en el mundo (1-3), se ha facilitado gracias al
reporte de varios medios para su crecimiento, entre
ellos, la modificacion al TYI-S-33 reportado por
Keister (4), el cual permite un desarrollo apropiado
en un cultivo axénico. Sin embargo, segun el autor,
es necesario que la preparacion del medio de
cultivo cumpla con ciertas condiciones para que se
obtenga un crecimiento adecuado del parasito, en
particular, que se clarifique y esterilice por

MODIFIED KEISTER MEDIUM FOR THE IN
VITRO CULTURE OF GIARDIALAMBLIA

Abstract

The elaboration of a modified Keister's culture
medium for the growth of Giardia lamblia is
reported. The modified medium allows the
elaboration of important volumes that can be
sterilized in the autoclave and later on enriched with
small volumes of the components that are denatured
by heat sterilization. G. lamblia cultured in the
modified medium growths at the same level that in
the traditional medium.
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filtracion desgerminizante y no por autoclave (5,
6). En este reporte, se informa sobre una
modificacion del medio de Keister que permite su
esterilizacion por autoclave y posterior
enriquecimiento con los componentes sensibles al
calor previamente esterilizados por filtracion.

Material y métodos

G. lamblia. Se cultivaron trofozoitos de G. lamblia
(ATCC No. 30957) en condiciones axénicas, en
medio TYI-S-33 a 37°C enriquecido con suero
bovino (10%) de acuerdo al método descrito por
Keister (4). En todos los experimentos realizados,
los trofozoitos se cosecharon después de 72 h de
cultivo, enfriando los tubos de cultivo, con el
parasito, en un bafo de hielo a4°C durante 10 min y
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centrifugando a 250 g por 10 min a 4°C. La
viabilidad del protozoario se determin6 por medio
de la exclusion del azul de tripan, la cual
generalmente fue mayor del 90%.

Medio de Keister esterilizado por filtracion
desgerminizante. El medio se prepar6 de acuerdo a
Keister (4), disolviendo en 600 ml de agua
destilada los siguientes componentes: K,HPO,, 1.0
g; KH,PO,, 0.6 g; NaCl, 2.0 g; biosate peptona
(BBL, Beckton Dickinson and Co., Cockeysville,
MD), 30 g, bilis bovina (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO), 500 g; glucosa, 10 g; clorhidrato de L-
cisteina, 2 g; acido ascérbico, 0.2 g, y citrato
férrico amonico 22.8 mg. Se lleva el volumen a 900
ml con agua destilada y se ajusta el pH a 7,0-7,1
con NaOH 1N. El medio se clarificay esteriliza por
filtraciéon (0.22 pm de didmetro de poro).
Finalmente, se complementa con 100 ml de suero
fetal bovino inactivado previamente (56°C durante
30 min).

Medio esterilizado por autoclave. La
modificacioén del medio de Keister (4) consiste en
preparar el medio descrito anteriormente,
omitiendo solamente la glucosa, el clorhidrato de
L-cisteina y el acido ascorbico y llevando el
volumen a 875 ml con agua destilada. Esta
solucion se esteriliza en autoclave (121°C, 15 min)
y posteriormente cuando se ha enfriado, se le
adicionan 25 ml de una solucion esterilizada por
filtracion desgerminizante (0.22 pm de diametro
de poro) que contiene glucosa, 10 g; clorhidrato de
L-cisteina, 2,0 g, y acido ascorbico, 0.2g. Por
ultimo, se adicionan 100 ml de suero fetal bovino
inactivado.

Inoculacion de los medios en estudio con G.
lamblia. Los medios asi preparados se dispensan
en tubos de vidrio de 13 X 100 mm, con tapa de
rosca, llenandolos al 90% de su capacidad total.
Los tubos se inoculan con 0,5 ml de una suspension
de trofozoitos de G. lamblia a una concentracion
final de 22.000 parasitos por ml.

Evaluacion del crecimiento por medio de la
determinaciéon del numero de parésitos. Se
tomaron al azar tubos de los medios en estudio a
diferentes tiempos y se introdujeron en un bafio de
hielo a 4°C durante 10 min. Los tubos se rodaron
vigorosamente entre las manos y se tomo una
alicuota que se fij6 con formalina a una
concentracion final del 0.1% y se determiné el
numero de pardsitos en una cdmara
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hemocitométrica. El contaje se realizd durante 4
dias.

Andlisis estadistico. Se us6 la prueba de Fisher
para determinar la homogeneidad de la varianza
entre grupos. Cuando la varianza fue homogénea,
seaplico laprueba ¢ de Student (7) para estimar si la
diferencia entre promedios era significativa. Por
otra parte, cuando la varianza fue heterogénea, se
utiliz6 la U de Mann-Whitney (8).

Resultados

Comparaciéon del crecimiento de Giardia en el
medio esterilizado en autoclave y el método
tradicional filtrado.
Determinacion del numero de pardasitos

El crecimiento de Giardia es similar tanto en el
medio esterilizado en autoclave como en el
tradicional filtrado. Como se observaen la figura 1,
el nimero de parasitos a lo largo de 5 dias de

cultivo no mostr6 diferencias significativas (P 2
0,05) en los medio estudiados.
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Discusion

Los resultados que se presentan, indican que la
modificacion al medio de Keister (4) no altera el
crecimiento del protozoario. En una revision en
este tema, Diamond (5), reportd que el medio TYI-
S-33 apoya el crecimiento de G. lamblia siempre y
cuando se esterilice por filtracion y no por
autoclave. A la fecha, este protozoario ha sido
pasado al menos 60 veces en el medio esterilizado
por autoclave, sin diferencias cualitativas en
morfologia celular o en movilidad cuando se
compara con aquellos crecidos en el medio de
Keister (4). Ademas, el tiempo de generacion fue
similar en los dos medios estudiados (datos no
reportados) y se encuentra en el rango previamente
informado por otros investigadores con este
flagelado (9). La modificacion que aqui se propone
permite esterilizar por autoclave, sin detrimento en
el crecimiento del parasito, siempre y cuando se
omitan durante el proceso de esterilizacion del
resto de los componentes, la glucosa, L-cisteina y
acido ascorbico, los cuales se adicionan
posteriormente una vez que se han esterilizado
previamente por filtracion en un volumen
pequetio, que es facil y rapidamente realizada. Esta
modificacion simplifica la preparacion del medio,

Cultivo de (5. lamblia

particularmente cuando no se cuenta con equipo
para la filtracion de grandes volimenes del medio
de Keister (4).
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