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RESUMEN

El cultivo axénico de Entamoeba histolytica se usa ampliamente en

la investigacién en amibiasis experimental. La precisién y el rigor
con que se realicen estos estudios de investigacidn depende a su vez
de la calidad de los cultivos axénicos empleados. Con el objeto de
estandarizar y optimizar la calidad de los cultivos axénicos de E.
histolytica, hemos evaluado la capacidad que para sustentar el creci-
miento amibiano tienen los dos principales componentes del medio TPS-1,
el Panmede (extracto de higado bovino importado de Inglaterra) y el
suero de origen animal, cuva calidad es inconsistente de lote a lote.
También nos propusimos, como otro objetivo de este trabajo, desarrollar
un proceso de elaboracién de un extracto de calidad consistente, que
pudiere sustituir al Panmede (SP) como componente del medio TPS-1.
Al evaluar 15 lotes de Panmede, corroboramos que su calidad variaba
ampliamente y por primera vez obtuvimos datos cuantitatives al respec—
to. Mediante la elaboracién de 32 lotes diferentes de SP, que se fueron
produciendo con proceses a los que se introdujeron modificaciones
sucesivas basadas en la calidad de los lotes previos, desarrollamos
un procedimiento para obtener extracto de higado bovino que confiere
al medio TPS-1 las siguientes cualidades: a) soporta el crecimiento
amibiano a inbculos menores, b) da mayores rendimientos, c) permite
mayores velocidades de crecimiento y d) es consistente de lote a lote,

por lo que puede reemplazar con ventaja al Panmede como componente

xii



del medio TPS-1. Al analizar el efecto del suero sobre el crecimiento
de E. histolytica (cepas HMl, HM2, HM3, HM38 y HK9) encontramos que
el crecimiento amibiano depende del lote de suero y que tanto la concen
tracién bptima de suero como los parémetros de crecimiento son caracte-
risticos de cepa y también dependen del lote de suero. Por lo tanto,
la calidad del cultivo axénico de E. histolytica depende principalmente
de: a) la calidad de los lotes de Panmede, b) la calidad de los lotes
de suero y c¢) la concentracién de suero. Por lo tanto, la estandariza-—
cién de los protocolos de resiembra especificos para cada cepa de
E. histolytica sélo puede lograrse con lotes definidos de Panmede
y suero de buena calidad; para establecerles proponemos un método

basado en los resultados y experiencias obtenidos con este trabajo.

xiii



INTRODUCCION

A. Amibiasis

Definicidn e Importancia

a amibiasis es una infeccién de humanos causada Q i
L b £ de humanos causad or el protozoario

pardsito Entamoeba histolvtica. La forma clinica méas frecuente de

amibiasis es la intestinal. Ocasionalmente los pardsitos atraviesan
la mucosa intestinal y distribuyéndose por via hematogena dan lugar
a la forma extraintestinal que casi siempre provoca graves complica-
ciones (Brandt y Pérez-Tamayo 1970).

La amibiasis ocurre aproximadamente en el 10% de la poblacién mun
dial en todas las regiones del planeta, por lo que se le considera
la mis cosmopolita de todas las enfermedades parasitarias.(}iarkell
v Voge 1984). Su frecuencia puede determinarse objetivamente a través
de estudios serolépgicos (i. e., deteccién de anticuerpos contra E.
histolvtica en el suero). El porcentaje de suercs humancs con niveles
detectables de tales anticuerpos en una extensa encuesta seroldgica
realizada en México fue de 3.95; esta encuesta incluyd a 19,442 indivi-
duos residentes en lccalidades distribuidas en teodas las regiones
geoeconomicas y geomdrficas de la Replblica Mexicana; en todas las
poblaciones estudiadas hubo casos positives, lo que demuestra la endemi
cidad del padecimientu en el territorioc nacicnal (Gutiérrez y col.

1976) .
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Morfologia v Ciclo de Vida del Paréasito

Durante el ciclo de vida de E. histolytica se producen cambios en

la morfologia que generan las dos formas del pardsito: el quiste y
el trofozoito.

El trofozoito es una célula dindmica y pleomdérfica cuya forma y
movilidad es extremadamente sensible a los cambios fisicoquimicos
del ambiente; se desplaza unidireccionalmente por medio de protrusio-
nes (lobopodios) del citoplasma que pueden formarse en cualquier punto
de la superficie del organismo. En general, los trofozoitos tienen
forma elongada, presentan lcbopddios y una regidén urcide. Poseen una
membrana plasmdtica y su citoplasma se divide en dos porciones: una
zona externa o ectoplasma hialino que da lugar a los- pseuddpodos,
y una zona interna o endoplasma, finamente granular y con vacuolas.
El trofozoito es uninucleado v se multiplica por fisién binaria. Las
amibas obtenidas directamente del higado o de lesiones intestinales
son generalmente mayores midiendo entre 20 a 40 um, mientras que
las de heces no disentéricas o de cultiveos miden 7 a 30 um (Martinez-
Palomo 1982; Brandt v Pérez-Tamayo 1970).

El guiste, forme inmévil relativamente resistente al ambiente exter-—
ne, es la fase infectante del pardsito. Es redondc o ligeramente oval,
mide 8 a 20 um de didmetro y centiene 1, 2 o 4 ntcleos. E1 quis-
te maduro tipicamente es tetranucleade (se forma después de dos
divisiones sucesivas, a partir de quistes uninucleadecs}. Hasta ahora
no hay un método que permita inducir el enquistamiento de E.
histolytica en cultive axénico de forma conistente v repro-

ducible,



Diagnédstico

El diagnéstico de la amibiasis se basa en la historia clinica y se
confirma en el laboratorio. Entre los datos de laboratorio destacan
el analisis microscdpico, el cultive y la serologia (Kudo 1971). El
examen microscépico se realiza mediante la observacién directa de
trofozoitos en el caso de muestras de heces obtenidas de pacientes
con amibiasis aguda (técnica de la "platina caliente") o bien, iden-
tificando quistes tetranucleados en concentrados de heces de pacien
tes con amibiasis crénica. La serologia es particularmente {(til para
el diagnbéstico de la amibiasis extraintestinal (Eldson-Dew y col.
1971) v para estudios epidemiolégicos.

Para realizar estos estudios serolégicos individuales con propbsitos
diagndsticos y para estudios sercepidemioldgicos, se requiere antigeno
amibiano que se obtiene de trofozoitos cultivados axénicamente (Diamond
1980). En México, estos estudios se realizan con frecuencia empleando

antigeno amibiano preoducido y distribuido por empresas transnacionales.

B. Cultivo de Entamoeba histolytica

El cultivo amibiano se ha venido practicando y modificando desde hace
més de 60 afos. Su evolucién ha generado tres sistemas: el polixénico
(en el que las amibas crecen en asociacién con la flora bacteriana

intestinal), el monoxénico (en el que las amibas estan asociadas a

una sola especie de micreorganismos) y el axénico (en el que las amibas

crecen en ausencia de cualquier otre tipo de microorganismos).

Aunque se ha escrito mucho al respecto, sbélo unos pocos estudios
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influyeron directamente para los avances que permitieron el cultivo

axénico de E. histolytica.

Cultivo Polixénico

Boeck y Drbohlav iniciaron el cultivo de E. histolytica en 1925, Para
ello describieren dos medios difédsicos: LES y LEA, ambos preparados
con una sola capa inclinada de huevo coagulado y una fase superior
acuosa con solucién de Locke y suero (LES) u ovoalblimina (LEA). El
crecimiento amibiano se obtuvo en presencia de la flora bacteriana
que acompafiaba al indculo de materia fecal. El medio LES (con modifica-
ciones) se sigue usando ampliamente en la actualidad.

Dobell y Laidlaw (1926) modificaren el medio de Boeck y Drbohlav
reemplazando la capa de huevo de los medics LES y LEA por suero coagu-
lado para producir el medio HSre + S. Ademis, introdujeron el uso
de granos de arroz como fuente de carbohidratos, con los cuales el
crecimiento amibiano mejord y se favorecié el enquistamiento. Actualmen
te, la harina de arroz se adiciona a todos los medios de cultivo en
los que el crecimiento amibiano ocurre junto con el de las bacterias
asociadas.

En 1930, Cleveland y Sanders sustituyeron la fase sélida que era
preparada con huevo o suero, por una capa de infusidén de higado y
peptoagar.

Robinson (1968) ided un medio en el que la fase sbélida se preparaba
con agar ¥ la liquida con biotriptasa, eritromicina, harina de arroz
y suero. Este medio se usa con frecuencia para el diagnbéstico de la
amibiasis.

Se han desarrollade varios medios liguidos monolasicos. llno que



es ampliamente usado es el de infusidén de yema de huevo, propuesto
por Balamuth y Sandza (1944). En 1982, Diamond describidé un nuevo
medio monofisico que contiene tripticasa, extracto de higado, mucina
géstrica y suerc (medic TYSGM-9). E1 medio TYSGM-9 puede ser usado
tanto para el primocultivo amibiano como para el mantenim ento por
subcultivos sucesivos. Algunos medios como los de Boeck vy Drbohlav
(medic LES), vy el de Dobell y Laidlaw (HSre + S); son ftiles para
el aislamiento y subcultivo de otros protozoarios intestinales ademas

de E. histolytica.

Cultivo Monoxénico

El cultivo de E. histolytica con una especie de microorganismos asocia-
dos se realizd principalmente con el objeto de lograr el cultive axéni-
co.

Cleveland y Sanders (1930) fueron los pimeros en cultivar E. histo-
lytica monoxénicamente. Trofozoitos aislados de abcesos hepaticos
que habian sido producidos experimentalmente en gatos, fueron cultiva-
dos en presencia de cada una de 13 especies bacterianas en el medio
difdsico de infusién de higado-peptoagar.

Rees y sus colaboradores (1941) cultivaron monoxénicamente E. histo-
lytica en asociacidén con cada una de 12 especies bacterianas; iniciaron
los cultivos con quistes obtenidos por microaislamiento de cultivos
polixénicos. El mejor crecimiento amibiano lo obtuvieron mediante

la asociacibn con (Clostridium perfringens.

Las investigaciones de Jacobs llevaron a Shaffer y colaboradores
a desarrollar el medio Shaffer-Frye (S-F) en 1948. En este procedimien-

te preacondicionaban medic liquido de tioglicclato mediante . . creci-



miento de la especie bacteriana anaerdbica Fusobacterium symbiosum. Des

pués, eliminaban por centrifugacién la mayoria de las bacterias y
adicionaban penicilina al indéculo amibiano para controlar el crecimien—
to de las bacterias. El medio S-F modificado por Reeves, Meleney,
Frye, Mackdade y Shaffer (Reeves 1957) es ampliamente usado para el cul

tivo monoxénico de E. histolytica, E. hitolytica-like, E. invadens,

E. coli y Trichomonas vaginalis.

Phillips (1950) sustituy6 por Trypanosoma cruzi a las bacterias aso

ciadas en el cultivo monoxénico de E. histolytica. Posteriormente, los
cultivos amiba-tripanosoma también se lograron con quistes amibianos
obtenidos por micromanipulacién de cultivos polixénicos (Phillips 1962).
Diamond (1961) empled amibas asociadas con un tripanosomdtido (Crithidia

sp.) para iniciar el cultivo axénico de E. histolvtica.

Cultivo Axénico

McConnachie (1962) reportd el crecimiento axénico de E. invadens en un
medio liquido autoclaveable que contenia tripsicasa, Panmede y glucosa.

El primer cultivo axénico de E. histolytica se realizd en el medio
difdsico TTY-S-CEEM que consistia en una capa sbélida de agar nutritivo
v una semisdlida de caldo suplementado con extracto de embrién de pollo
(fresco o hervido) y una mezcla de vitaminas. Resultd de poco valor
practico debido a su naturaleza difédsica y a su largo tiempo de pre-
paracién (Diamond 1961).

Otro medio difdsico para ei cultivo axénico de E. histolytica fue
el de Wittner (1968) llamado medio CAA, igual en composicidn y prepara-
cién al TTY-S-CEEM pero que incluifa ademds casamimoédcidos, lactoalbmi-

na, Acido mercaptosuccinice y rezarsurina. En comparacidén con el medio



difésico de Diamond, en este medio el crecimiento amibiano era mds
rapide y daba mejores rendimientos.

El medic TPS-1 (contiene tripticasa, Panmede, suero y mezcla vitami-
nica 107) se ided para iniciar y mantener el cultivo axénico y se
caracteriza por su claridad, ausencia de particulas gruesas v fécil
preparacién (Diamond, 1968)., En este medio la amibas eran cosechadas
facilmente vy podian ser contadas automiticamente, con lo que fue posi-
ble el cultivo amibiano masivo (Diamond, 1968).

Sin embargo, la inconsistencia en la calidad de los lotes de Panmede
empleados para preparar el medio TPS-1 llevdé a formular el medio
TYI-S-33 (Diamond y col. 1978, Diamond 1980). En éste, el Panmede
se reemplazd con extracto de levadura y el medio basal fue suplementado
con suero, vitamina BlZ' acido tibctico y la mezcla vitaminica Tween
80. Ademds de E. histolytica, han sido cultivadas tanto en TPS-1 como

en TYI-S-33 las siguientes especies de Entamoeba: E. invadens, E.

histolytica-like (Laredo), E. terrapinae, E. barreti y E. moshkovskii.

Gillin y Diamond (1978) desarrollaron un métede para el crecimiento
clonal de E. histolytica vy otras especies de Entamoeba en medio
TYI-S-33 semisélide (Gillin y Diamond 1978), que es particularmente

Gtil para la cuantificacidén de la viabilidad amibiana (Diamond, 1983).

Caracteristicas del Medio de Cultivo TPS-1

Los dos medios monofdsicos con los que se cuenta actualmente para
el cultive axénico de E. histolytica (TPS-1 y TYI-S-33) son de calidad
inconsistente, lo que provoca a veces dificultades en el cultivo
(Diamond y col. 1978; Diamond 198C; R. Lépez-Revilla, comunicacién

personal ).



Aunque en las férmulas originales los medios TPS-1 y TYI-S5-33 se su
plementan ambos con las mezclas vitaminicas 107 y el segundo con Tween
80 (Diamond 1968, Diamond y col. 1978) dichos suplementos no son necesa
rios para obtener cultivos de calidad (R. Lépez-Revilla, J. Rodriguez-
Péez, R. Cano-Mancera, datos no publicados). Ambos medios para el culti-
vo axénico cuentan entre sus componentes esenciales al suero de origen
animal; el TPS-1 contiene ademis un digerido de higado bovino (Panmede)
que se produce solamente en Inglaterra y el TYI-5-33 contiene extrac—
to de levadura.

Si bien Diamond y cols. (1978) elaboraron el medio TYI-S-33 con
el objeto de mejorar y sustituir al TPS-1, la experiencia en el labora-
torio en el empleo de ambos medios ha demostrado que el medio TPS-1
sustenta mejor el crecimiento amibiano.

El suero es ampliamente utilizado en la preparacién de medios de
cultivo enriquecidos. Consta de una gran diversidad de especies molecu-
lares incluidas en una matriz proteinica-acuosa mediante uniones iéni
cas e hidrofébicas, en complejos apropiados para la nutricidén celular
(Coriell 1973). Las propiedades estimulantes del crecimiento varian
en diferentes lotes de suero, de manera que el lote que soporte excelen
temente el crecimiento de una linea celular puede no hacerlo para otra
(Coriell 1973).

Para el cultivo amibiano axénico se usa suero de caballo o de bovino
(adulto, de ternera, o fetal). Diamond y col. (1978) recomiendan el
cultivo amibiano axénico en los medio TPS-1 o TYI-S-33 suplementados
rutinariamente con suero al 10 o 157 (v/v), segln los requerimientos
de las cepas.

Las peptonas promueven el desarrollo abundante de una amplia varie-



dad de microorganismos. El Panmede es una peptona obtenida por hidréli-
is enzimiatica de homogenados de higado bovino. Es soluble en agua
y contiene aminoicidos, péptidos, proteosas, acidos nucleicos, minera-
les, vitaminas (4cido nicotinico, Acido pantoténico, piridoxina, bioti
na, acido folico, cianocobalamina) y carbohidratos.

Desafortunadamente, la calidad del Panmede {fabricado en Inglaterra
por Paines & Byrne Ltd.) es inconsistente y es cada vez mis dificil
conseguir lotes adecuados del mismo (Diamend y col. 1978; Diamond
1980; R. Lépez-Revilla, comunicacién personal).

No hay referencia en la literatura sobre el proceso de elaboracién
del Panmede comercial. Sin embargo, Tripathi y col. (1974) produjeron
a escala de laboratorio un sustituto de Panmede (para el cultivo axéni
co amibiano) de mediana calidad emgleando papaina para la hidrélisis

enzimitica de higado de cabra o bifale.

Mantenimiento de los Cultivos Axénicos

Las cepas de E. histo]gtica en cultivo axénico s mantienen mediante
subcultivos o resiembras sucesivas.

El cultivo axénico de E. histolytica es fastidicsc debido a que los
trofozoitos son muy labiles a los cambios ambientales y de los componen
tes del medio de cultivo. Por ello, el mantenimiento de los cultivos re
quiere del control constante del crecimiento amibiano.

La seleccion de los cultivos usados como fuente de inbdculo para
cada nuevo subcultivo es critica. Los cultivos adecuados para la resiem

¢
bra deben: 1) encontrarse en fase logaritmica, 2) tener amibas refrin-

gentes, predominantemente uninucleadas, con bastante homogeneidad

en su tamano, 3) tener a la mavoria de las amibas adheridas a la
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superficie interna de los recipientes de cultivo, o unidas entre ellas
formando grumos pequenos, &) casi no contener trofozoitos muertos (las
amibas muertas poseen un citoplasma altamente granular y contraido) o

lisadas, y 5) estar libres de contaminacién.

Protocolos de Resiembra

Lépez-Revilla y Rodriguez-Bdez (198l) mostraron la importancia de los
protocolos de resiembra para el mantenimiento de los cultivos axénicos
agmibianos. Ellos registraron y analizaron la dispersién de indculos y
rendimientos en cultivos de la cepa HK9 hechos con inéculos no controla
dos y encontraron variaciones notables (hasta de 100 veces) en las mag-
nitudes de la densidad de los indculos y de los rendimientos. Cuando es
tablecieron un protocolo de resiembra en el que la cepa HK9 podia resem
brarse rutinariamente cada cuatro dias con 100 amibas/ml encontraren mi
pima dispersion en los rendimientos.

Las cepas cultivadas axénicamente tienen parimetros de crecimiento
ggygcterzsticos, que permitcn estandarizar tanto los procedimientos ge-
perales de cultivo como los protocolos de resiembra de cada cepa para
mantener en oOptimas condiciones la calidad de los cultives (Lbpez-
Revilla, Rodriguez-Biez 1981). Los criterios que deben definirse para
establecer un protocolo de resiembra son: 1) la velocidad de crecimien—
to exponencial, 2) la densidad de saturacién (o rendimiento) de los cul
tivos v 3) la velocidad de muerte celular que sigue a la fase estaciona
ria. A partir de estos pardmetros es posible definir el inbculo v
el tiempo de incubacibén que permitan obtener los mdximos rendimientos y

velocidades de crecimiento en las resiembras sucesivas de cada cepa

amibiana.
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OBJETIVOS

A. Objetivo General

De la calidad de los cultivos axénicos amibianos depende en {iltima
instancia la calidad del trabajo de investigacién en amibiasis experi-
mental. Por ello, el objetive general de este trabajo fue explorar
la posibilidad de estandarizar y optimizar el cultivo axénico de E.
istolytica, para lo cual fue necesario evaluar la capacidad que tie-

nen para sustentar el crecimiento amibiano los dos principales componen

tes de origen animal del medio TPS-1 (Panmede y suero).

B. Objetivos Particulares

Los objetivos particulares de este trabajo fueron:

1. Evaluar la calidad del Panmede como componente del medio TPS-1.

2. Desarrollar, a escala de laboratorio, un procedimiento controlado
para producir un sustituto de Panmede de calidad consistente.

3. Evaluar el efecto del lote y de la concentraciéon de suero sobre
el crecimiento amibiano.

4. Definir un mecanismo para establecer protocolos de resiembra especi

ficos de cepa.
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MATERIALES

A. Cepas Amibianas

Se usaron trofozoitos de cinco cepas de E. histolytica de nuestro
laboratoric: HM1:IMSS, aislada en 1967 de una filcera rectal en un
paciente mexicano con disenteria amibiana (Diamond y col. 1974);
HM2:IMSS, aislada en 1965 del exudado de una lesién ulcerosa de un
paciente con rectocolitis amibiana (De la Torre y col. 1974); HM3:IMSS,
aislada en 1967 de un absceso hepAtico amibiano (De la Torre y col.
1974); HM38:IMSS, aislada en 1982 de f(lcera rectal y drenado de un
abceso hepatico (De la Torre, comunicacién personal); y HK9:NIH aisla-
da en 1951 de material proctoscédpico de un prisionero de guerra norco

reano (Diamond 1968).

B. Componentes del Medio de Cultivo

El higado bovino se adquirié en el Rastro de Ferreria (Azcapozalco,
D.F.) o en el Rastro Viejo (Inguardn, D.F.}. Se usaron ocho lotes
de suero normal de caballo; tres fueron de origen comercial (Biocel,
Laboratorios Myn y Microlab) y cinco fuerun producidos en el labora-
torio, con sangre obtenida en el Kastro de Iztapalapa (lotes 831,

832, 833, 852A y 852B).
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C. Reactivos

Fred Diggins, Gerente General de Paines & Byrne Ltd. dond genero-
samente 13 lotes de Panmede a Rubén Lépez-Revilla (Nos. 673065, 689029,
693011, 693014, 693017, 697053, 697054, 697055, 697057, 697059, 697061,
700057, 700030); los lotes 646007 y 652008 de Panmede se adquirieron
comercialmente, La peptona de caseina purificada de obtuvo de Bioxon
de México, S.A.; la caseina (Casec), de Mead .!vhnson de México, S.A;
la organosilina (Prosil-28) de P.C.R. Research Chemicals, Inc.; la
papaina pulverizada se compré en la farmacia Paris, S.A. (México,
D.F.). De Sigma Chemical Company (St. Louis, EE. UU.) se obtuvieron
glucosa, l-cisteina, 4cido ascérbico, tripsina v ditionita. De J.
T. Baker de México, S.A. se obtuvieron 4cido tricloroacético y fosfato

de potasio monobAsico y dibésico.



METODOS

Algunos métodos que se describen a continuacidén son los que se usan
actualmente en el laboratorio y se basan en unos 12 anos de experiencia

con los cultivos axénicos amibianos.

A. Preparacién del Medio Basal TP

La composicién del medio TP corresponde a la férmula descrita por
Diamond (1968), simplificada en su preparacidén y composicién por Ldpez-

Revilla y Rodriguez-Biez (1981).

Preparacién del medioc basal (TP):

1. Pesar g/500 ml
Peptona de caseina 5.0
Panmede 10.0
Glucosa 2.5
L-cisteina 0.5
Ac. ascérbico 0.1
NaCl 245
Kﬂzpﬂﬁ 0.3
KZHPOd 0.5

2. Mezclar los componentes y adicionar 100 ml de agua bidestilada
estéril, agitar hasta disolverlos.
3. Centrifugar la mezcla en tubos Falcon cdnicos de 50 ml a 2500 g

durante 5 min.

4, Agregar agua bidestilada hasta completar un volumen de 500 ml.



5, Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 1ON.

6. Distribuir volimenes de 11 ml a tubos de cultivo (Pyrex) de 16
X 125 mm con tapdn de rosca.

7. Esterilizar los tubos durante 15 minutos a 20 lbfpulgz.

8. Después de esterilizar, cerrar bien los tubos, etiquetarlos y almace

narlos a temperatura ambiente (por no més de dos semanas).

B. Preparacidén v Almacenamiento de Suero

El suero comercial se recibid congelado y se almacend inmediatamente
a -20°C. También se usd suero elaborado en el laboratorio, que se
almacenaba a la misma Lemperatura.

El volumen minimo que se descomplementd para ser usado en los experi
mentos fue de 800 ml y se prepard de la manera siguiente:

1. Cada frasco de suero se descongeld por inmersidon en un bafio de
agua a 37°C.

2. Para descomplementar el suero, cada frasco se sumergia en un baifio
a 56°C durante 30 min y se agitaba ocasionalmente (E1 suero se
coagula y se inutiliza si se calienta a 60°C o mis).

3. Bajo condiciones asépticas, en una campana microbioldgica se colo-
caban volimenes de 10 ml de suero descomplementado en viales de
cultivo estériles de boca ancha con tapén de rosca (Wheaton, de
20 ml), o de 20 ml en botellas de borosilicato con tapén de rosca
(Pyrex).

4. Los frascos con el suero descomplementado se incubaron 5 dias a

36°C para probar su esterilidad. Se descartaron los frascos con
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suero turbio contaminado.

5. Al terminar satisfactoriamente la prueba de esterilidad, se cubrid

6.

38

el cuello con cinta adhesiva ("masking") y los frascos se etiqueta-
ron detallando el tipo de suero, nimero de lote, iniciales perso-
nales y fecha de la descomplementacidén y envasado.

Los frascos de suero descomplementado se almacenaron a -20°C hasta

el momento de usarse.

Cultivo Axénico de Amibas

Precauciones Durante el Cultivo

El cultivo axénico de amibas se realizé con la siguiente serie de

manipulaciones precisas, con el propésito de evitar la contaminacién

y asegurar el buen crecimiento amibiano:

1.

Se lavaron perfectamente las manos hasta los codos con jabdén de
tocador antes de iniciar la resiembra.

La superficie de trabajo y la campana microbioldgica se limpiaron
con dedecil sulfato de sodio (SDS) al 17 y una toalla desechable
de papel antes de la resiembra.

Todas las manipulaciones se hicieron en una campana microbiolégica
en la que sblo las manos del operador entraban en el 4rea estéril.
Nunca se manejé mAs de una cepa simultineamente en la campana,
para evitar la posibilidad de contaminaciones cruzadas entre las
cepas amibianas.

Se trabajoé cerca y atrds de la flama del mecherc Touch-O-matic.
La adicién de suerc vy los indculos se hicieron con bulbos v pipetas

cortas estériles (Bellco), nunca con la boca.
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7. Los cuellos de frascos y botellas se flamearon en forma cuidadosa
pero no excesiva antes de quitar los tapones, y las bocas de frascos
y botellas y sus tapones se f{lamearon antes de cerrarlas. Nunca
se dejaron los frascos abiertes durante el cultivo.

8. Antes de ser usadas las pipetas cortas, se flamearon 2 a 3 segun
dos en los sitios que se habian contaminado con los dedos (cerca
de la boquilla para conectarlas a los tubos).

9. Cada vez que se manipulaban, la calidad y aspecto de los cultivos

se examinaba en el microscopio invertido.

Mantenimiento de las Cepas

Las cepas se mantuvieron a través de pases sucesivos de tres tubos
cada vez (resembrando el mejor de cada uno de los tres tubos de la
resiembra antericr). Al final de la fase exponencial y antes de cada
resiembra se observaron los cultivos con el miscroscopic invertido;
los cultivos que contenian trofozoitos méviles, refringentes, integros
y adheridos a las paredes internas de los tubos, se enfriabam en hielo
(cuidando ne contaminar con el agua los cuellos y tapones de los culti
vos) durante 5 min o hasta que las amibas se desprendian de los tubos.

Los tubos enfriados se secaron con toallas desechables de papel
v se agitaron suavemente por inversién; una vez homogeneizadas asi
las suspensiones amibianas, se determind su concentracidén con un hema-
timetro (Neubauer) y se inocularon los vollmenes apropiados para obte-

3 4 .

ner 107 o 1007 amibas/ml en cada uno de tres tubos (por cepa) que conte
nian 11 ml de medico TP suplementado con 1 ml de suero normal de caballo
para las cepas HM3 y HK9 (concentracidn final 9.1% v/v) y con 2 ml

para las cepas HM1, }M2 y HM38 (concentracidén final 18.17 vw/v).
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Después de cada resiembra los tubos se mantuvieron en incubacidn

vertical a 36°C; se conservaron tanto el cultivo que se usé para el

in6éculo como los dos tubos restantes de la resiembra amterior hasta

asegurarse del crecimiento y ausencia de contaminacién de la nueva

resiembra.

1. Procedimiento para el cultivo

a)

b)

c)

d)

e)

Se descongelaba un frasco de swvero descomplementado mediante in—
mersién del fondo en un bafo de agua a 37°C, evitando absoluta-—
mente que se mojara el cuello.

Una vez descongelado el suero, se secaba el frasco por fuera
con toallas desechables y se agitaba suavemente por rotacidm para
homogeneizar su contenido.

Se limpiaba el area de trabajo com SDS al 1% y toallas desecha-
bles. Se colocaba en posicidn accesible todo el material que
se emplearia en la resiembra.

Se flameaban los tapones de los frascos de suero y de los tubos
que contenian 11 ml de medio TP estéril. Con una pipeta corta
de 5 ml se extraian volimenes de suerc que eran distribuides
a cada tubo con medio TP (1 o 2 ml segin la cepa). La mezcla con
tenida en estos tubos constituia el medio completo TPS-1.

Los cultivos con amibas en crecimiento exponencial (de los que
se obtendrian los inbculos para la resiembra) se colocaban en
hielo durante el tiempo necesario para que las amibas se sepa-—
raran de las paredes del tubo y entre ellas. Cada 2 o 3 min
se veritficaba el desprendimiento amibiano con el microscopio

invertido.
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f) Los tubos enfriados se agitaban umas 10 veces por inversidm
suave para homogeneizar las suspensiones amibianas.

g) Con uwna pipeta estéril corta de | ml se tomaba asépticamente
una pequeia muestra y se colocaba una gota de la suspensidn
amibiana en un hematimetro; se contaban las amibas en los ocho
cuadros (los usados para la cuenta de leucocitos) y el promedio
obtenido de éstos se multiplicaba por 104 para obtener la concen—
tracién (amibas/ml).

h) Con una pipeta estéril corta de 1 o 2 ml se inoculaban volimenes
suficientes para obtener la concentracién requerida en cada
tubo.

i) Se cerraban bien los tapones de los tubos y se homogeneizaba
el indculo mediante inversibn suave.

j) Los cultivos se inoculaban en posicidén vertical en gradillas

metalicas a 36°C.

2. Curvas de crecimiento

Se iniciaron con cultivos en crecimiento exponencial. Cada tubo con
amibas que se iban a usar para iniciar el cultivo se enfrid por in-
mersién en hielo por lo menos 5 min, o hasta que se desprendieron
las amibas; el tubo enfriado se secd y se agitd 10 veces por inversidn
suave para homogeneizar la suspensién amibiana.

Con una pipeta corta de 1 o 2 ml, se extrajo del cultivo original
una muestra pequefia y se colocé una gota en un hematimetro; asi se
calculé la concentracién amibiana. Se afadié a cada uno de 21 tubos
que contenian 11 ml de medio TPS-1, el volumen apropiado del cultivo

3

anterior para obtener inbculos de 107 o 101' amibas/ml. Una vez inocu—

lades todos los tubos, se cerraron bien los tapones y se incubaron
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en posicién vertical.

Diariamente (a la misma hora), se contaron las amibas de tres tubos
diferentes y se obtuvieron las medias y desviaciones estindar. Los
datos se anotaron en la hoja de registro de las resiembras; los prome-
dios de las cuentas y los tiempos de incubacién se graficaron en papel
semilogaritmico de cinco ciclos (dinbculos y rendimientos promedio
de las resiembras para cada cepa fueron graficados en hojas separadas;
les dias de incubacidén se graficaron en las abcisas, y los inbculos
y rendimientos en las ordenadas).

Cuando los cultivos llegaron a la fase estacionaria y luego se
observé declinacidén del nlmero de amibas por lo menos durante 48 horas,
se dieron por terminados los experimentos, se calcularon los tiempos
de duplicacién y la velocidad especifica de crecimiento para cada

cepa y se registrd el rendimiento miximo de los cultivos.

Pardmetros de Crecimiento

Los pardmetros que se registraron en los cultivos amibianos fueron

cinco:

1. Inbéculo. Es el volumen (VI) que se resiembra al iniciar la incuba-
cidn, El inéculo se calculd con la siguiente ecuacidn:

VlCI = ¥2C2

en donde
Cl, concentracién (amibas/ml) en el tubo del que se va a resembrar
C2, concentracién (amibas/ml) inicial que se desea obtener en
el nuevo cultivo
Vl, volumen (ml} que debe inocularse para que el nuevo cultive

tenga la concentracién deseada
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V2, volumen (ml) total del nuevo cultivo que se resiembra (inclu-
ye el medio basal, el suero v la suspensidén amibiana inocula
da)

Despe jando Vl, queda

Vl = V2C2f01

Rendimiento. Es la densidad (amibas/ml) alcanzada por los cultivos
al tiempo t de incubacibén. Depende de la cepa amibiana, del tiempo
de incubacién, del inbéculo, de la calidad del medio basal y del
SUero.

Incremento. Representa el factor de aumento de la poblacién amibiana
al tiempo t con respecto a la poblacién inoculada. Se calcula divi
diendo el nimero de amibaf cosechadas (rendimiento) entre las inocu-
ladas:

1 = Rendimiento/indculo

Tiempo de duplicacién (tD). Es el tiempo que tarda en duplicarse
la poblacién amibiana de una cepa en fase log. Depende de la calidad
del medio de cultivoe y de la velocidad especifica de crecimiento
de cada cepa. Se calcula asi:

tny = t/N

D

N=23,221 log I

En donde t, tiempo de incubacidn (en horas) y N, nimero de duplica-
ciones.

Tasa de duplicacién (u). Es la fraccidn de una duplicacién que
ocurre en el lapso de una hora, Se expresa como el inverso del
tiempo de duplicacidn:

U= IJtD
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D. Controles de Calidad

Del Suero

La calidad de ocho lotes de suero {tres obtenidos comercialmente ¥y
cinco procesados en el laboratorio) se determiné mediante los rendi-
mientos amibiancs obtenidos al cultivar indculos de 10‘ amibas/ml
de la cepa HMlI en medio TP suplementado con suero al 18.1% v/v (2
ml/tubo con 11 ml de TP). Durante cinco resiembras sucesivas, cada
72 h se contaba el nimero de amibas presentes en el medio que contenia
cada lote de suero y asi se iniciaba la nueva resiembra con el mismo

inoéculo,

Del Panmede y SP

1. Eficacia para el cultivo amibiano

La valoracidén de los lotes de Panmede y SP se realizd a través del
registro de los parametros de crecimiento de trofozoitos de la cepa
HM1 cultivada en medioc TPS-1 preparado con cada uno de los lotes.

Para cada lote evaluado se utilizaron tres cultivos inoculados
con 104 amibas/ml durante cinco resiembras sucesivas. En cada resiem-
bra se registraron los siguientes datcs: nfimero de lote, nlmero de
resiembra, indéculo, dias de incubacidn, rendimiento, incremento, tiem
po de duplicacidén vy morfoleogia.

Se usd como contrel el lote de Panmede comercial 646007, cuyvos
incrementos eran por definicidén del 100Z., Se calculd el incremento
amibiano (rendimiento/indculo) promedic de cinco subcultivos en rela-

cién con el control (100%) para definir la calidad de cada lote {los
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lotes se consideraban malos si daban incrementos de 0-60%, regulares
si daban incrementos de 60-80%, buenos si daban incrementos de 80-100%2
y excelentes si daban incrementos mayores del 100%; ver Tabla 1).

Con los lotes de SP que resultaron de calidad excelente se realiza-
ron curvas de crecimiento para determinar la velocidad de crecimiento
y el rendimiento mAximo que se obtenia con bajos indculos de trofozoi-
de la cepa HMl:

a) Se incubaron 21 tubos en medic basal, preparados con el lote

de SP que era sometido a prueba, adicionando 2 ml del suero
e inoculos de 103 amibas/ml de cada uno.

b) Paralelamente, se incubaron otros 21 cultivos con medio basal

preparado con el lote de Panmede 646007 (control).

c¢) Las amibas de tres cultivos diferentes de cada lote de extracto

se contaron diariamente. Cuando se ohservaba disminucion del
nimero de amibas se daba por terminado el experimento.

d) Al final se comparaban el rendimiento miximo, la velocidad de

crecimiento exponencial y el tiempo de duplicacién de los cul-
tivos hechos en medic preparade con SP y con el lote control

de Panmede.

2. Cuantificacidn de vitaminas

El contenido de viteminas se determiné cuantificando el crecimiento
de microorganismos tipo de la American Type Culture Collection depen-
dientes de cada una de las vitaminas preobadas, en los mejores extrac -
tos preparados por nosotros (lotes BC31 y BC32) y les lotes de Panmede
646007 y 697053. Este analisis lo realiz6 la Seccidn de Control Anali

tico y Evaluacidn de Calidad (SCAEC) del CINVESTAV.



TABLA 1

CATEGORTAS DE CALTIDAD DEL PANMEDE

Rendimiento

{(amibas/ml) Calidad
6 x 10° Mala
6 x 10° - 8 x 10 Regular
A
8 x 10° -1 x 10° Buena
5

>10 Excelente




4. Cuantificacibén de Aminoacidos

La determinacién de aminoidcidos en dos lotes de SP (BC31 y BC32) vy
los lotes de Panmede 646007 y 697053 la realizé el Departamento de
Biotecnologia del CINVESTAV. Para este andlisis se empled un analizador
automAtico Beckman modelo 120C. La cuantificacién se basé en la elu-
cién cromatogrdfica de cada uno de los aminoicidos en una columna
de resina con amortiguadores de citrato de pH 2.9, 3.2, 4.1 y 6.1
y posteriormente cuantificacién colorimétrica con ninhidrina. El
uso de este equipo y la preparacidén de las muestran han sido amplimen-

te descritas por Moore y Stein (1963).

E. Produccién del Sustituto de Panmede (SP)

En experimentos independientes se procesaron 32 lotes diferentes de
SP, emﬁleando variaciones (en componentes y procesamiento técnico)
al procedimiento propuesto por Tripathi v col. (1974).

Fragmentos de 200 g de higado fresco de bovino libre de material
fibroso y vasos sanguineos, se homogeneizaron con los componentes
hidroliticos y 240 ml de agua bidestilada estéril en una licuadora
casera. La digestién del homogeneizado se realizd en vasos de precipi-
tados (Pyrex) de 1000 ml, inmersos en un bafio de agua a 37°C. Al tér-
mino de la incubacibn, el material no digerido se coaguld por ebulli-
cién en un bafo de agua hirviente; el codgule formado se elimind por
filtracién en gasa. Para eliminar el material fino no digerido, el
filtrado se hirvié durante 5 min, se filtré en gasa y se centrifugd.

Por {ltimo, el sobrenadante se secé en el horno a 60°C en charo-
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ias de vidrio (Pyr-O-Rey) de 20 X 30 cm, previamente siliconizadas
con una solucién de Prosil-28 al 1% y secadas a 100°C durante 10
min. Inmediatamente después del secado, el extracto se almacend a
temperatura ambiente en un frasco de plastico de boca ancha con tapbn
de rosca. El rendimiento (peso seco) de cada lote de SP se determind
pesando todo el material obtenido después del secado.

El rendimiento (peso seco) de los lotes cuya calidad se evalud
en forma liquida se determindé mediante la desecacién de una alicuota
en una estufa a 60°C; el material seco se pesbé y se calculd en rendi-

miento por cada 100 g de higado.

F. Determinacién de la Actividad Especifica de la Papaina

El métode usado para la determinacién de la actividad enzimitica
de la papaina (Arnon 1970) se basa en la estimacién de los pro-
ductos de hidrdlisis de la caseina que se empled como sustrato.

Se colocaron 0.1 a 0.8 ml de solucién de papaina (50 mg/ml) en
tubos de ensayo de 16 X 95 mm. A cada tubo se agregd 0.2 ml de la
solucién "activante" (solucién recién preparada de L-cisteina 50
mM, EDTA 20 mM). Se prepararon dos series de esta manera, a una de
las cuales se adiciond en cada tubo 20 pl de ditionita 2.2 mM. Se
ajustdé el volumen con tris-HCl y el pH a 4.5, 6.7 u 8.0 con HC1 10N
o NaOH 10N. Después se agregaron alicuotas de 1 ml de una solucidn
de caseina (al 1% en Tris 50 mM, pH 4.5, 6.7 u 8.0) a cada tubo a
intervalos de 1 min. Cada tubo se mezcldé y se incubd en una bafio de
agua a 37°C durante 10 minutos, al términoc de los cuales se detuvo

la reaccién adicionando 3 ml de &cido tricloroacético (TCA) al 5%
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frio,

Se dejaron reposar los tubos durante 1 h a temperatura ambiente
y el material precipitado con TCA se elimindé mediante centrifugacién
a 360 g (centrifuga Damon/IEC, cabezal 269) por 5 min. La concentra-
cién de los productos de la hidrblisis se determiné midiendo en el
sobrenadante la absorbancia a 380 nm en un espectrofotémetro Gilford.

La unidad de actividad enzimitica se definié como la cantidad de
enzima que bajo las condiciones descritas produjo péptidos de caseina
solubles que incrementaron la densidad bptica de los sobrenadantes
en una unidad de absorbancia a 280 nm por cada minuto de digestiédn.
La actividad especifica se calculd dividiendo el nimero de unidades

entre la masa (mg de proteina) de la enzima.

G. Concentracidén Optima de Suerc para el Cultivo en Medio TPS-1

En medio TPS-1 preparado con suero de caballo de los lotes 85ZB o

832 (procesados en el laboratorio) se subcultivaron por cinco pases

sucesivos las cepas HM1, HM2, HM3, HM38 y HK9 con inéculos constan-

tes de 104 amibas/ml. E1 medio TP fue suplementado con concentraciones

variables de suero, que fluctuaron entre 4.5% y 36.3%Z (v/v). Se deter-

minaron los parimetros de crecimiento amibiano y se definidé la concen

tracién bptima de suerc para cada cepa de la siguiente manera:

1. Se determind la concentracién amibiana de tres cultivos (con ami-
bas en crecimiento exponencial) ile cada una de las cinco cepas.

2. De cada cepa se subcultivaron tres tubes con inbéculos de 104 ami
bas/ml en tubos con 11 ml de medio TP suplementado con 4.5%, 9.17,

13.6%, 18.1%, 22.7%, 27.2%, 31.8%7 y 36.3% de suero.
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lLas cepas se resembraron en medio con la misma concentracidén de
i : : 4 4
suerc cada tercer dia por cinco subcultives inoculados con 10
amibas/ml.

Al finalizar el quinto subcultivo se determinaron los pardmetros
de crecimiento (tiempo de duplicacién vy rendimiento) promedio

de cada cepa en las resiembras hechas con cada concentracién de

SUero.
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RESULTADOS

A. Produccién de un Sustituto de Panmede

Valoracidén de la Calidad del Panmede

Con el objeto de valorar la calidad del Panmede como componente del
medic TPS-1 se analizaron 15 lotes de éste, mediante dos series de
cultivos de trofozoitos de E. histolgtica'gyl, a los que se dieron
cuatro pases sucesivos. En cada pase se determinaron los rendimientos
e incrementos obtenidos en el medic TPS-1 que fue preparado con cada
lote de Panmede. Ambas series de cultivos se realizaron bajo las mismas
condiciones experimentales, excepto por el lote de suero v los indculos
amibianos.

En la primera serie se probaron cuatro lotes de Panmede. Los culti-
vos se hicieron en medio TPS-1 suplementado con suero de Flow Labora-
tories (lote 29101146) al 15%. Los indculos fueron de 1.2 X 103 a
3.5 X 103 amibas/ml. Los rendimientos promedio de los subcultivos
obtenidos con cada lote de Panmede fluctuaron entre 1.63 X 104 a 6.27
X 10" amibas/ml; los incrementos variaron de 9.5 a 55 veces y los
tiempos de duplicacidn (tD} fueron de 20 h a 59 h (Tabla 2, Fig. 1).

En la segunda serie se probaron 12 lotes de Panmede. Los cultivos

amibianos, realizados en medic TPS-l suplementado con suero CINVESTAV

832 al 15% e inbculos constantes de 104 amibas/ml, dieron rendimientos



TABLA 2

EVALUACION DE LA CALTDAD DE DISTINTOS LOTES DE PANMEDE EN
CULTIVOS DE ENTAMOEBA HISTOLYITCA HM1®

Parametros de crecimiento

Series de Lotes de Rendimiento =
experimentos Panmede (amibas/ml) Incremento t
Piinera® 675065  2.26 X 10° 55.0 20.0
689029 2.6 X 10° 16.7 59.0
203011 2.7 x 10* 16.3 43.0
693014 1.6 X 10° 9.5 36.0
Segundal 675065  6.50 X 10" 6.5 37.4
693017  3.55 X 10* 4.1 67.0
697053  8.92 X 10* 7.6 29.6
697056  4.33 X 10° 3.5 S4.1
697055  6.97 X 10° 6.0 ET )
697057  2.79 X 10° 2.9 109.2
697059  5.80 X 10% i% 56.9
597061  4.24 X 10° 4.7 40.0
700057  5.52 X 10” 5.2 36.9
700050  0.78 X 10” 0.9 85.5
646007  B8.24 X 10% 7.0 30.7
652008  6.30 X 10° 5.4 31.1

#Cuatro pases sucesivos; cultivos de 3 o 4 dias

th, tiempo de duplicacién en horas

CCultivos en suero de caballo (Flow Laboratories, lote 29101146) al
18.1%. Inéculos de 1.2 X 10° a 3.5 X 10° amibas/ml

dCuJ.tivos en suero de caballo (CINVESTAV, lote 832) al 15%Z. Indculos

4 3
constantes de 10" amibas/ml
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Figura 1.

Crecimiento de Entamoeba histolytica HM! en medio TPS-1

preparado con 15 lotes diferentes de Panmede. Se presenta

el rendimientuv promedic de cuatro resiembras sucesivas.
(A) Inbeulos de 1.2 X 10° a 3.5 X 10° amibas/nl y suero
de Flow Laboratories (lote 29101146). (B) Inbculos de
}0& amibas/ml y suerc CINVESTAV (lote 832). Los rendimien-
tos amibianos variaron de 0.78 X 104 (lote 700050) a

9.0 X 10* amibas/ml (lote 697053).
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CALIDAD DE

TABLA 3

15 LOTES DE PANMEDE

Calidad Niimero de lotes
Mala 9
Regular 4
Buena 2
Excelente 0

33
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3 a 8.98 X 104 amibas/ml. Los incrementos obtenidos fluctua-

de 7.8 X 10
ron entre 0.9 y 7.6 veces y los ty fueron 29.6 h a 109.1 h (Tabla 2,
Fig. 1).

De acuerde con las cuatro categorias arbitrarias que se propusieron
para calificar a los lotes de Panmede (ver Métodos), ninguno tuvo

calidad excelente: hubo seis lotes reenlares o buenos y la mayoria

(nueve) fueron malos (Tabla 3).

Obtencidén de Un Sustituto de Panmede (SF)

El desarrollﬁ del proceso de produccién del extracto de higado (SP)
se consiguié mediante la elaboracién de 32 lotes diferentes que se
fueron produciendo con modificaciones sucesivas basadas en la evalua-
cibén de la calidad de los lotes previos.

Los primeros 16 lotes de SP (BT1 a BTS y BCl a BCll) se hicieron
mediante la hidrélisis de homogeneizados de higado bovino con papaina
comercial a diferentes concentraciones finales (0.33%Z a 0.62% p/p)
sin activar, o activada (mediante incubacién con cisteina 50 mM o
ditionita 2.2 mM, por 20 min a 37°C). La elaboracién de los 16 lotes
varié en cuanto @ la proporcidén de los componentes empleados, en los
tiempos de digestién v en los tiempos de ebullicién para precipitar
el material no digerido. Los trofozoitos de E. histolytica HMl cultiva-
dos en medio TPS-1 preparados con cada uno de estos lotes de SP dieron
rendimientos amibianos relativos que variaron de 27 a 56% (Fig. 2)
con respecto al lote control PBL 645007 de Panmede (cuyos incrementos
por definicién eran del 100%).

Debido a los bajos rendimientcs zmibianos obtenidos con-estos prime-



Figura 2.

Incremento relativo en el nimero de trofozoitos de E.

histolytica HMl cultivados en medio TPS-1 preparado con

16 lotes de SP elaborados con higado bovino y papaina

a diferetes concentraciones finales (0.33%7 a 0.62%), sin

activar, o activada con cisteina (50 mM) o ditionita (2.2

mM). Cada barra representa el promedio de cinco subcul-
tivos iniciados con 10& amibas/ml. El incremento amibiano
en estos lotes varid de 27 a 37% en la serie A y de 10%
a 56% en la B, con respecto al obtenido en el medio TPS-1

(100%Z) que fue preparado con el lote de Panmede 646007.
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ros lotes, decidimos optimizar la digestién con papaina; para ello
determinamos la actividad especifica de la enzima comercial (Arnon
1970) a pH 4.5, 6.7 y 8.0 en presencia y ausencia de ditionita. La
actividad de la enzima comercial fue maxima (53 mU/mg) a pH 8.0 en
presencia de ditionita (Fig. 3). Esta actividad resultd muy inferior
a la papaina cristalina (10 U/mg). Debido a que el costo de ésta (lti-
ma clase de papaina era demasiado alto para usarla en nuestro proceso,
los siguientes lotes de extracto fueron obtenidos con otros digestores
enzimiticos ademds de la papaina comercial.

Se procesaron siete lotes de SP (BC12 a BC18) en los que el homoge-
neizadec de higado se digirid con papaina (68.9 U/100 g de higado)
activada con ditionita, una mezcla que tenia, entre otros componentes,
tripsina y quimotripsina {TQ, en diferentes concentraciones) y tripsi-
na (1.6 g/100 g de higado), aisladamente o en diversas mezclas. La
digestién se hizo por tiempos variables a 37°C; los digeridos fueron
hervidos vy centrifugados. Con el objeto de determinar si el secado
influia en la calidad de los siete lotes, se evalud la calidad de
cada extracto preparado sin secar o seco. El rendimiento (peso seco)
de los extractos fue de 6 a 11.4 g/100 g de higado.

Estos lotes permitieron incrementos amibianos relativos que variaron
de 15% a 166% con respecto al lote control PBL 646007 (Fig. 4). Estos
resultados indicaron que el mejor SP seria un extracto seco elaborado
con higado fresco y la mezcla TQ, suplementada con papaina no activada.

Se optd entonces por realizar un experimento que valorara las conclu
siones anteriores y permitiera optimizar la concentracidén de la mezcla
TQ y el tiempo de digestidén de los homogeneizados. Se procesaron sie-

te lotes de SF (BC19 a BC25) en los que la digestidén de los homogenei-
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Figura 3. Actividad especifica de la papaina a pH 8.0 en presencia

y ausencia de ditionita. El promedio de la actividad

especifica fue de 53 ml!/mg con ditionita (DT) 2.2 mM y

de 45 mU/mg sin DT.
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Figura 4.

Incrementos relativos en el nfimero de trofozoitos de E.

histolytica HM1 cultivados en medio TPS-1 preparados con

siete lotes de SP secos y no secos, preparados con higado

fresco, mezcla tripsina-quimiotripsina (TQ), papaina (68.9

U/100 g de higado) y ditionita (0.65 g/100 g de higado).

Las proporciones higado/TQ fueron variables, los tiempos
de digestion de 1 h. El lote BCl2 fue preparado con papaina
y ditionita; el BC13 con TQ, papaina y ditionita; el BCl4
con TQ y papaina; el BCI5 con TQ; el BCl6 con TQ y un
tiempo de digestién mayor; el BCl7 con tripsina, papaina
y ditionita; el BCl8 con tripsina. Los incrementos relati-
vos en subcultivos sucesivos con inbculos de 104 amibas/ml
variaron de 25% a 166% con respecto al lote control PBL

646007 (100%).
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zados se realiz6 con diferentes proporciones de la mezcla TQ en presen-
cia y ausencia de papaina y diferentes tiempos de digestibén. También
variamos los tiempos y procedimientos de coagulacién y separacién
del material no &igerido. El rendimiento (peso seco) de estos lotes
varid de 4.3 a 7.8 g/100 g de higado.

Los cultivos hechos en medio TPS-1 preparado con estos lotes de
SP dieron incrementos amibianos relativos que variaron de 257 a 2987
{Fig. 5) con respecto al lote control PBL 646007. Los mejores lotes
fueron: a) los elaborados con la mezcla TQ suplementada con papaina
y tiempos de digestién cortos y b) los obtenidos sbélo con la mezcla
TQ y tiempos de digestién mis largos.

Para afinar el proceso se prepararon otros siete lotes de extracto
(BC26 a BC32) en los que la digestidén de los homogeneizados se realizé
con diferentes proporciones de la mezcla TQ en presencia y ausencia
de papaina y diferentes tiempos de digestién. Los incrementos amibianos
relativos obtenidos en medio TPS-1 preparado con estos lotes de SP
variaron de 81% a 207% (Fig. 6). De los siete lotes, BC3l y BC32 fueron
los mejores y superaron ampliamente el crecimiento amibiano -obtenido
con el lote control PBL 646007; el lote BC31 se elabord con la mezcla
TQ suplementada con papaina (68.9 U/100 g de higado) y 1 h de diges-

tién, y el BC32 con la mezcla TQ y 4 h de digestién.

Calidad de los Mejores Lotes de SP

1. Curvas de crecimiento amibiano

Para seleccionar el mejor de los dos procesos finales de produccidn

de SP (con los que se obtuvieron los lotes BC31 y BC32), se realizaron



Figura

5.

Incrementos relativos en el nimero de trofozolitos de E.

histolytica HM1 cultivados en medio TPS-1 preparados con

siete lotes de SP preparados con higado, mezcla tripsina-

quimotripsina (TQ) v papaina (68.0 U/100 g de higado).

El tiempo de dipestidén fue variable y se usaron diferentes
proporciones higado/TQ. E1 BC19 se elabordé con TQ y papai-
pa; el BC20 con TQ y papaina; el BC2l con TQ y papaina;
el BC22 con TQ y papaina; el BC23 con TQ, papaina y 4
h de digestidén; el BC23 NS (no seco) con TQ, papaina ¥
4 h de digestidn; el BC24 con TQ y 4 h de digestibn; el
BC25 con TG v papaina. Los incrementos relativos obtenidos
con inbculos de 10& amibas/ml variaron de 25% a 298% con

respecto al lote control PBL 646007 (100%Z).
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Figura 6. Incrementos relativos en el nimero de trofozoitos de E.

histolytica HMl cultivados en medio TPS-1 preparadado con

siete lotes de SP elaborados con higado fresco y tripsina-

quimotripsina (TQ) en presencia y ausencia de papaina.

Se usaron diferentes proporciones higado/TQ, los tiempos
de digestién fueron de 1 h o & h. Los lotes BC26, BC29
y BC30 se elaboraron con TQ, papaina y 1 h de digestién;
los lotes BC27 y BC31 con TQ, papaina y 1 h de digestidn.
Los incrementos promedio en subcultivos sucesivos con ind-
culos de 104 amibas/ml variaron de 18%7 a 207% con respec
to al lote control PBL 646007 (100Z). E1 lote BC27 se

contaminé con bacterias,
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curvas de crecimiento amibiano en medio TPS-1 preparado con cada lote
o 2, N ; £ d

de SP e inbéculos de 2.4 X 10”7 amibas/ml; ambos lotes dieron rendimien-

tos amibianos siete veces superiores a los alcanzados en el medio

preparado con el lote control de Panmede PBL 646007 (Fig. 7).

2. Contenido de vitaminas

Con el objeto de determinar si existia relacién entre la calidad del
extracto y las vitaminas presentes en el mismo, se determind el conte-
nido de ellas en los lotes BC31 y BC32, y en los lotes de Panmede
646007 y 697053. Este analisis mostré que el contenido de tiamina,
riboflavina, acido nicotinico, acide pantoténico, acido félice, ¥
vitamina B12 (cianocobalamina) en los lotes de Panmede fue en promedic
327 menor al de los lotes de SP y un 50% menor que la concentracién

indicada en la propaganda comercial del Panmede (ver Tabla 4).

3. Contenido de aminoécidos

El contenido de 14 de los 17 aminodcidos cuantificados en los lotes
BC31 y BC32 de SP fue 8% a 537 inferior con respecto al lote de Panmede
646007 (control), excepto glicina, alanina vy amonio, que fueron seme-
jantes (Tabla 5). El contenido promedic relative de aminodcidos fue
mayor en el lote PBL 646007 (considerado arbitrariamente como 100%);
con respecto a éste, los lotes PBL 697053, BC31 y BC32 tuvieron con-

tenidos menores en 6%, 14% y 28%, respectivamente.

Esquema del Proceso Final de Elaboracién de SP

Mediante la preduccién y evaluacion de 32 lotes de SP (obtenidos por

procesus difcrentes vy progresivamente mejorados}, se pudo definir
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Figura 7.

Curvas de crecimiento de E. histolytica HMl, obtenidas

con los dos mejores lotes de SP y el lote de Panmede usado

como control., Iniciadas con 2,4 X 103 amibas/ml en medio

TPS-1 preparado con los lotes de SP BC31 (0) y BC BC32 (@),

vy el lote de Panmede 646007 (&).
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TABLA 4

CONTENIDO VITAMINICO EN CUATRO LOTES DE EXTRACTO DE HIGADO®

Panmede SP

Vitaminas Esperadob Lote 646007  Lote 697053 BC31 BC32
Clorhidrato 1.0 0.8 0.6 1.8 1.8
de tiamina

Riboflavina 14.0 12.6 13.0 11.0 138
Acido 47.0 47.0 5542 87.0 70.0
nicotinico

Acido 150.0 23.6 31.0 45.0 43.0
pantoténico

Acido 2.0 0.4 0.5 13 1.2
félico

Vitamina B12 600.0 300.0 301.0 464.0  415.0

amg/lOO g de extracto para todas, excepto By,, que se da en pg/100 g

de extracto

bConcentraciones en la literatura del Panmede

0%
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el proceso con el que se pudo obtener una peptona gque puede sustituir
ampliamente al Panmede como componente del medio TPS-1.

El proceso seleccionado fue el del lote BC32, debido a que con
él se obtiene la méxima calidad y es el mas simple. El proceso general
de elaboracién de SP consistié béasicamente en la digestiéﬁ de un
homogeneizado de higado fresco de bovino a 37°C durante 4 h, el mate-
rial no digerido se eliminb mediante ebullicién, filtracién y centri-
fugacién. Por (ltimo, el extracto soluble se desecé en una estufa
a 60°C (ver fig. 8). El proceso fue continuo y tomd aproximadamente
25 horas; el rendimiento del extracto fue de 6.8 g/l00 g de higado
y la mezcla TQ.

La calidad de los tres lotes de SP obtenidos con este procedimiento
fue excelente y reproducible, Los componentes basicos empleados en
el proceso de elaboracién de SP son baratos y féaciles de obtener.

El producto final consiste en un polvo calé oscuro con caracteristico

olor a carne, higroscépico v soluble en agua.

B. Efecto del Suero Sobre el Crecimiento Amibiano

Variabilidad de los Diferentes Lotes de Suero

Mediante la comparacién del crecimiento que promovieron en cultivos
de trofozoitos de E. histolytica HK9 y HMl, se evaluaron ocho lotes
de suero de caballo de diferente origen (tres comerciales y cinco
producidos en nuestro laboratorio). Los cultivos se hicieron en medio ~
TP suplementado con suero al 9% para la cepa HK9 y al 18%7 para la

cepa HM1; los inéculos fueron de 10* amibas/ml.
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FIGURA 8

DIAGRAMA DE FLUJO DEL PROCESO DE PRODUCCION DE SP

i Mezcla
Higado Tripsina-quimotripsina

Libre de tejido conectivo
Macerado con H20

1. HOMOGENADO

Mezclado e incubado a
37°C por 4 h

2. DIGERIDO

Hervido 10 min
Filtrado por gasa

3. FILTRADO

Calentado a 110°C por 10 min
Centrifugado a 2250 g por S min

Residuo no digerido 4. EXTRACTO LIQUIDO

Secado: charolas
en estufa a 60°C

5. SUSTITUTC DE PANMEDE
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La cepa HK9 se cultivé en cinco lotes de suero. A las 72 h, los
rendimientos promedio obtenidos en cada lote de suero variaron de
8 X 10& a l.8 X IBS amibas/ml y las poblaciones se incrementaron de
9 a 13.5 veces (Tabla 6). De acuerdo con estos criterios, el rendimien
to de los sueros comerciales fue en promedio 25% inferior a los lotes
producidos en el laboratorio.

Para seleccionar el lote de suero que empleariamos en los siguientes
experimentos, se comparé el rendimiento de la cepa HMl (que es mas
delicada durante el cultivo) en los lotes CINVESTAV 832, 8524 y 852B.
Los rendimientos fluctuaron entre 8 X 104 y 1.2 X 105 amibas/ml, ¥y

los incrementos variaron entre 9.6 y 10.8 veces (Tabla 6).

Adaptacidn Amibiana a un Nuevo Lote de Suera

Con el objeto de evaluar el comportamientoc de los cultivos amibianos
resembrados en un nuevo lote de suero, se registrd en tres pases suce-
sivos el crecimiento de las cepas (HM1, HM2, HM3, HM38 y HK9) en medio
TPS-1 suplementado con diferentes concentraciones de suero que variaron
del 9.1% al 31.8%Z.

En la Fig. 9 se ilustran los datos obtenidos con la cepa HM2 (el
crecimiento de las demds cepas fue similar). En ella se observa que
los rendimientos aumentaron gradualwmente en cada resiembra realizada
en medio con la concentracién dptima del nuevo lote de suerc, mientras
que a concentraciones mayores o menores de suero el rendimiento fue

Menor .



TABLA 6

CRECIMIENTC DE CULTIVOS DE TROFOZOITOS DE ENTAMOEBA HISTOLYTICA HK9
Y HMI EN MEDIO TPS-1 SUPLEMENTADO CON DIFERENTES LOTES DE SUERO

Origen del Rendimiento® 5

Cepa suerc (amibas/ml) X 10 Incremento

HK9 Biocel 0.8 - 1.0 9.0
Lab. Myn 1.0 - 1.5 12.5
Microlab 0.9 - 1.2 10.5
CINVESTAY 831 1.1 - 1.4 12.5
CINVESTAV 832 1.3 - 1.8 15.5
CINVESTAV 833 1.1 - 1.6 13.5

HM1 CINVESTAV 832 0.8 - 1.2 10.8
CINVESTAV 852A 0.8 - 1.0 9.6
CINVESTAV 852B 0.8 - 1.2 10.8

®néculos de 10& amibas/ml; tiempo de incubacidén, 72 h; No. de pa-
ses, 4
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Figura 9.

Rendimiento relativo de E. histolytica HM2 en diferentes

concentraciones de un nuevo lote de suero de caballo duran-

. : : 4
te tres resiembras sucesivas. Se usaron indculos de 10

amibas/ml; los cultivos se realizaron en medio TP con
concentraciones de suero que variaron de 9.1% a 36.37 v/v.
El rendimiento maximo (100%) se obtuve con suero al 27%
y varié en cada pase sucesivo como sigue: pase 1, 1.1
X 105 amibas/ml (0); pase 2, 1.6 X 105 amibas/ml (@;;

pase 3, 2.2 X 10° amibas/ml (A).
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Concentracién Optima de Suero

1. Requerimientos especificos de cepa

Para determinar la &4ptima concentracidén de suero para el crecimiento
de las cepas HM1, HM2, HM3, HM38 y HK9, evaluamos el efecto del lote
CINVESTAV 852B, suplementado en concentraciones gque fluctuaron entre
4,52 y 36.3%. Cada cepa se resembrdé con indculos de 104 amibas/ml
en cuatro pases sucesivos., Al finalizar los cuatro subcultivos se
determinaron los rendimientos relativos de cada cepa con cada concen
tracién de suero.

Los resultados de estos experimentos se presentan en la Fig. 10.
En ella se observa que la concentracién éptima de suero fue diferente
y especifica para cada una de las cinco cepas estudiadas (287 para
la cepa HM1, 277 para la HM2, 23%Z para la HM3, 21% para la HM38 y

237 para la HK9).

2. Dependencia del lote de sueroc
El efecto del lote de suerc se evaludé mediante el andlisis del creci-
miento de la cepa HM2 en medio TP suplementado con los sueros CINVESTAV
852B y 832, las resiembras se hicieron con inbéculos de IOA amibas/ml
durante cuatro subcultives en medio suplementado con concentraciones
de suero que variaron de 9% a 36.37.

La concentracidn fptima de suero para la cepa HMZ fue 18.1% con
el lete B52B vy 27.2% con el lote 832 (Fig. 11); a estas concentracio-
nes, e: rendimiento de la cepa HMZ fue 1077 mayor con el lote 832

(Fig. 11).

3. Crecimiento con concentraricpes de suers habituales y Oplimas

Con el fin de determinar =i habia dilerencias significalivas en el
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Figura 10. Rendimiento relative de cinco cepas de E. histolytica

cultivadas en medio TP suplementado con diferentes concen-—

traciones del mismo lote de suero de caballo. Se presenta

el crecimiento de las cepas HM], HM2, HM3, HM38 y HK9
cultivadas en medio con concentraciones variables de suero
(4.5% a 36.3%7 v/v) del lote 832B. Los inbculos fueron
de 10& amibas/ml. las concentraciones optimas de suero
(% v/v) y los rendimientos miximos (amibas/ml) para cada
cepa fueron respectivamente: HM1 28%, 8.5 X 104; HM2 27%,

5.0 X 10A; HM3 23%, 16.5 X l@a; HM38 21%, 12.8 X 107;

HK9 237, 14.0 X lDa.
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Figura 11.

Rendimiento de trofozoitos de E. histolytica HM2 cultivados

en dos lotes de suero de caballo a diferentes concentra-

ciones. Se presenta el rendimiento porcentual de cuatro
subcultivos de HMZ en medio TP suplementado con diferen
tes concentraciones (9.1%7 a 36.3%) de los lotes de suero
832 (0) v 852B (®). Los inbculos fueron de 10" amibas/ml,
Para el lote 832, el rendimiento maximo (16.6 X 104
amibas/ml) se obtuvo con suero al 27.2%; para el 852B,

el rendimiento maximo (8.0 X 104 amibas/ml) se obtuve

con suero al 18.1%.
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crecimiento de los subcultivos realizados con concentraciones optimas
del suero y las empleadas habitualmente en el laboratorio (9% para
HM3 v HKQ y 18% para HM1, HM2 y HM38), se determinaron los parémetros
de crecimiento.

Los parametros de creciiento se calcularon a partir de las curvas
de crecimiento respectivas, en cultivos efectuados con componentes
del mismo lote de suero (lote 832B para las cepas HM1, HM3 y HM38;
lote 832 para la cepa HM2).

Con las concentraciones dptimas de suero se obtuvieron rendimientos
237 a 2177 superiores, en tanto que las velocidades de crecimiento
aumentaron entre 17% y 36% (Fig. 12). Los pardmetros de crecimiento

fueron caracteristicos de cepa y se detallan en la Tabla 7.

C. Estandarizacidén de los Procedimientos de Cultivo Axénico Amibiano

Al evaluar los efectos de la concentracién y de los diferentes lotes
de suero, asi como de los diferentes lotes de Panmede sobre el creci-
miento de E. histolytica, encontramos variaciones significativas en

los parédmetros de crecimiento.

Calidad de Diferentes Lotes de Panmede

La comparacién de los incrementos y rendimientos de la cepa HM1 cultiva
da en 15 lotes de Panmede, mostré que la calidad de ellos varia amplia-
mente; algunos de ellos fueron incapaces de sustentar el crecimiento
amibiano (ver Tabla 2, Fig. 1).

Con el procedimiento desarroliado por nosctros (Fig. &) pudimos
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Figura 12.

Cinéticas de crecimiento de cuatro cepas de E. histolytica

cultivadas en medio TPS-1 suplementado con suero de caballo

a las concentraciones habituales y dptimas de suero para

cada cepa. Los inéculos fueron de 10° amibas/ml. Todas
las cepas se cultivaron en medio suplementado con el lote
de suero 852B, exceptc la cepa HM2, que se cultivbé en
medio con el lote de suero 832. Las concentraciones habitua
les (0) y Obptimas (®), respectivamente, para cada cepa
fueron: HM1 18% y 28%; HM2 18% y 27%; HM3 97 y 23%; HM38
18% y 21%.
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obtener un sustituto de Panmede que conferia las siguientes cualidades
al medio TPS-1 en relacién con los cultivos amibianos axénicos:
1) requeria inéculos menores, 2) aumentaba los rendimientos, 3) permi-
tia mayores velocidades de crecimiento y 4) era de calidad reproducible

(Fig. 7).

Calidad de Diferentes Lotes de Suero

La evaluacién del crecimiento de las cepas HK9 y HM] en suero de dife-
rente origen (tres lotes comerciales y cinco producidos en el laborato-
rio) mostrd que los rendimientos amibianos variaron con el lote de
suero (ver Tabla 6).

Por otro lado, mediante el cultivo de las cinco cepas amibianas
en medio TP suplementado con suero CINVESTAV 852B, se observd que
la concentracién éptima de suero era especifica de cepa y diferente
a la empleada rutinariamente en el laboratorio (ver Fig. 10).

También se observd que para una cepa dada la concentracién &ptima
de suero variaba con el lote, como se puede ver en la Fig. 11, donde
se muestra el crecimiento de la cepa HM2 en medio suplementado con

diferentes concentraciones de dos lotes de suero.

Pardmetros de Crecimiento de las Cepas

Los parametros de crecimiento calculados a partir de las curvas de
crecimiento de las cepas HM1, HM2, HM3 v HM38 se detallan en la Tabla
7. En ella se muestra que el rendimiento maximo, el tiempo de dupli-
cacién y la constante de velocidad de crecimiento exponencial fueron
especificos de cepa v dependieron de la concentracién de suero (a

concentraciones oéptimas del lote 852B, los cultivos rindieron 237
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a 217% mAs amibas que con las concentraciones habituales).

Protocolos de Resiembra de las Cepas

Las variaciones en la calidad de los diferentes lotes de suero y de
Panmede implican que no se puede usar una sola receta para estandari-
zar el cultivo axénico amibiano y, por ende, tampoco se puede Lener
una sola receta para disefar protocolos de resicubra especificos de
cepa. la estandarizacién (nicamente se logrard con un lote dado de
suero anadido al medio TP que haya sido preparado con un lote dado
de Panmede.

Con base en todos los resultados mostrados previamente, consideramos
que los protocolos de cultivo son especificos para cada cepa amibiana
y deben considerar los siguientes puntos:

1) Seleccidén de un buen lote de Panmede

2) Seleccién de un buen lote de suero

3) Determinacidén de la concentracidén Optima de suero para cada cepa

4) Determinacién de los parimetros de crecimiento de cada cepa, obteni-
dos con diferentes indculos v a la concentracidn 6ptima de suero

5) Determinacién de los protocolos de cultive especificos de cepa,
en los lotes respectivos de Panmede y suerc, mediante el uso de
los pardmetros de crecimiento de cada cepa. Las variables que
deben determinarse son: in6culo y tiempo de incubacion

6) Confirmacidn de la validez de cada protocolo a través de la reprodu-
cibilidad de los pardmetros de crecimiente (mediante seis subculri-

vos de la cepa en cuestibn)
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DISCUSION

El cultivo axénico de Entamoeba histolytica se usa ampliamente en la

investigacién biomédica, asi como en Jla produccidén de los antigenos
usados para el diagndéstico serclégico y estudios epidemioldgicos de
la amibiasis (Diamond 1980, Benders 1977); la precisién y el rigor
con los que se realizan estos estudios depende de la calidad de los
cultivos axénicos amibianos.

De los componentes del medio TPS-1 (que es el mas usado de los dos
con los que se cuenta actualmente para el cultivo axénico), el Panmede
(extracto de higado bovino fabricado en Inglaterra por Pines & Byrne
Ltd.) y el suero de origen animal son de calidad inconsistente y provo-
can variabilidad en la calidad de los cultivos axénicos amibianos.

Para optimizar la calidad de los cultivos axénicos de E. histol

evaluamos la capacidad que tienen para sustentar el crecimiento amibiano
diversos lotes de Panmede y suero. la arentuada inconsistencia de la
calidad del Panmede nos llevd a proponer como un objetivo adicional
importante de este trabajo, desarrollar un proceso de elaboracibén de
extracto de higado de calidad consistente que pudiera sustituir satisfac
toriamente al Panmede.

La variabilidad de la calidad de los lotes de Panmede la han venido
observands tolos los laboratorios que realizan el cultivo axénico amibia
no en el medin TPS-1. Sin embargo, como ninguno lo hakin cuantificado,

diversas grupus (ee realizaban el cultivo axénico amibiano en medio
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TPS-1 prefieren actualmente utilizar el medio TY[-S5-33, introducido
también por Diamond v col. (1978). En este medio se sustituyd el
Panmede por extracto de levadura y se anadicron otros componentes
de composicidén definida como el citrato férrico amoniacal.

Al introducir el medio TYI-S-33, los autores afirmaron que su cali-
dad era constante; sin embargo, con el tiempo se ha visto que también
en este segundo medio existe el mismo preblema de variabilidad (con
el extracto de levadura, ATCC Media Handbook 1984) que con el TPS-1,
que aln dentro de su inconsistencia en nuestras manos ha demostrado
soportar mejor el crecimiento amibiano. Por ello, én nuestro laborato-
rio nos inclinamos por el uso del medio TPS-1 y creimos importan&e
contar con un sustituto de Panmede de calidad tal que asegurara la
calidad y constancia del medio.

Inicialmente evaluamos 15 lotes de Panmede y encontramos que su
calidad variaba ampliamente, siendo algunos de ellos incapaces de
mantener el crecimiento amibiano (Tabla 2, Fig. 1). De acuerdo con
los criterios de calidad que propusimos (Tabla 1), ninglin lote resulté
excelente, hubo seis regulares o buenocs vy la mayoria (nueve) fueron
malos (Tabla 3).

Los primeros lotes del sustituto de Panmede los elahcoramos mediante
modificaciones hechas al procedimiento propuesto inicialmente por
Tripathi y col. (1974). Introdujimos variaciones en el tipo y concen-
tracién de enzimas, tiempos de digestién, mejor eliminacién del mate-
rial no digerido y en las técnicas de secado. FElaboramos 32 lotes
diferentes de extracto de manera que los procesos se fueron propo—
niendo y desarrollando sucesivamente mediante evaluacidén de la calidad

del lote anterior. Cada lote implicd diferencias en las combinaciones
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de los componentes y en su tratamiento.

Finalmente desarrollamos un procedimiento con el cual pudimos obte-
ner, a escala de laboratorio, un sustituto de Panmede (SP) que confiere
las siguientes cualidades al cultivo en medic TPS-1: 1) calidad consis
tente, 2) indculos amibianos menores y 3) mayores velocidades de creci-
miento amibiano (Fig. 7).

Fl esquema general de procesamiento de esta peptona (Fig. 8) consis-—
tié en la digestidn enzimAtica de homogeneizados de higado fresco
de bovino durante 4 h a 37°C. De la mezcla de digestidbn, el material no
digerido se eliminé a través de cuatre pases seriados: ebullicién, fil-
tracién, ebullicidén y clarificacién por centrifugacibén. Al final de
esta clarificacién, se obtenia el extracto soluble que luego era deseca
do a 60°C en un horno. Nuestro extracto contenia 30%Z més vitaminas (Ta-
bla 4) y hasta 28% menos aminodcidos (Tabla 5) que el Panmede.

Los componentes basicos empleades son féciles de obtener y
baratos, por lo que de producirse el extracto a mayor escala
se reduciria notablemente el costo de los cultivos amibianos
por concepto de importacién y pérdidas por la calidad del
Panmede.

Por otro lado, el SP podria emplearse también para preparar otros
medios de cultivo enriquecidos que se emplean para una amplia variedad
de microorganismos de interés médico y de requerimientos nutri-

cionales complejos como Trichomonas vaginalis (ATCC catalogue

1982), Trichomonas gallinae (ATCC catalogue 1982), Giardia intestinalis

(Visvesvara 1980), Naegleria fowleri y N. gruberi (Simione y col.

1966) y otras especies del género Entamcecba (Diamond 1968,

Diamond y Bartgis 1970).
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Por lo que respecta al suero, la concentracién que usamos habitualmen
te en nuestro laboratorio es la que recomiendan Diamond y col. (1978).
Sin embargo, habiamos notade gran variabilidad en el crecimiento de
E. histolytica con diferentes lotes de suero.

Para analizar el efecto del suero sobre el crecimiento de E. histoly-

tica usamos cinco cepas (HM1, HMZ, HM3, HM38 y HK9) cultivadas con
diferentes concentraciones (de 4.57 a 36.3% v/v) de uno de los mejores

lotes de suero (lotz 852B, ver Tabla 6); encontrameos que la concentra-
cidn Optima de este lote era diferente a la usada habitualmente y que
ademéds era diferente v especifica para cada una de las cinco cepas
(Eigf 11). Tambiérn encontramos que la concentracibén Optima de suero
para una misma cepa variaba con diferentes lotes de suero (Fig. 10).
La determinacibén de los parimetros Je crecimiento (rendimiento méximo,
tiempo de duplicacién y duplicaciones por hcra) de las cepas (HMI,
HM2, HM3 y HM38) mostrd que éstos fueron especificos de cepa y dependie-
eron de la concentracién de suero adicionade al medio (Tabla 7, Fig.
12). Estos resultados indican claramente que para iniciar el cultivo
con un nuevo lote de suero debe definirse su concentracién 6ptima para
cada cepa.

Los resultades obtenidos en el presente trabajo y discutidos hasta
aqui indicaron que la calidad del cultive axénico de E. histolytica
en medio TPS-1 deperde de dos aspectos generales muy importantes: 1)
la variabilidad en la calidad de los lotes de Panmede y 2) la calidad
y concentracion del lote de suero empleado. Estas variaciones indican
que los procedimientos de cultivo seguidos en cualquier laboratorio
deben toma: en cuenta anbos factores. De esta manera pueden establecerse

protocolos especificos de cepa para loteg definidos de Parmede y suero.



73

Por la experiencia con los procedimientos de cultivo amibiano que

hemos mostrado en este trabajo, proponemos la siguiente serie de pasos

sucesivos que deben darse para definir protocovlos de resiembra especifi-

cos de cepa:

1. Seleccidén de un buen lote de Panmede. Esta seleccidn se puede reali-

zar evaluando el crecimiento amibiano a través de seis subcultivos
sucesivos con una cepa fastidiosa (como se describe en Métodos).
Seleccibén de un buen lote de suero. Se pueden solicitar muestras
de suero de varios proveedores; la mavoria de los proveedores de sue-
ro reservan nermalmente un lote dado hasta que el comprador pueda
seleccionar el mis apropiado.

Aungue la calidad de los lotes de suero pueda ser asegurado por
el proveedor, el control de calidad generalmente es realizado con una
sola linea celular (Freshney 1983), En el caso de E. histolytica los
requerimientos de calidad son maycres, por lo que el comprador debe
realizar sus propias pruebas. FEl lote a prueba debe ser capaz de
soportar el crecimiento de la cepa mas dificil de cultivar de la co
leccién durante seis resiembras sucesivas; ademds de que el rendimien
to amibiano obtenido en el {ltimo subcultivo no debe ser inferior
al del cultivo inicial, también debe ser por lo menos igual o supe-
rior al del lote de suero en uso.

Para un coatrol de calidad mis estrictc, el nuevo lote de suero
debe ser capaz de promover el crecimiento amibiano a indculos ba-
jos (p. €. 103 amibas/ml) y permitir velocidades de crecimiento
y rendimientos mayores al del lote en uso. Estos pardmetros pueden

. . -
determinarse a través de curvas de crecimiento.

3. Determinacién de la concentracién éptima de suero para cada cepa.
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Se determina cultivando por seis resiembras sucesivas cada cepa
con concentraciones de suero de 4.5Z a 36.3% v/v. Al finalizar la
tiltima resiembra se determinan los tiempos de duplicacién y rendimien
tos promedio de cada cepa en las resiembras hechas con cada concentra
cién de suero. La concentracién 6ptima de suero para cada cepa sera
la que dé mayores rendimientos y menores tiempos de duplicacién
(ver Métodos).

Determinacién de los pardmetros de crecimiento de cada cepa. Los
parametros de crecimiento se calculan a partir de curvas de crecimien
to (ver Métodos) obtenidas con diferentes inbculos (i. e., 103 o
104 amibas/ml) y a la concentracién o6ptima de suero para la cepa
en cuestidn.

Determinacién de los protocolos de cultive especificos de cepa en
lotes dados de Panmede y suero., Mediante el andlisis de las cinéticas
y parametros de crecimiento especificos de cepa se define un protoco-
lo estricto que consiste en indculos fijos y tiempos dados de incuba-
cidén de cada resiembra.

Confirmacién de la validez del protocolo a través de la reproducibili
dad de los parédmetros de crecimiento amibiano. La validez se es
tablece a través del registro de la reproducibilidad de los indculos
y la dispersién en los rendimientos amibianos a través de subcultivos
sucesivos de la cepa en cuestifén. En un protocolo estandarizado las

dispersiones deben ser pequenas (Lbpez-Revilla, Rodriguez-Biez 1981),

El control sistemdtico de la calidad de los cultivos axénicos amibia

nos a través de la produccién a escala suficiente del sustituto de

Panmede, la provisidn de lotes de suero de calidad adecuada y la estan-

darizacién de los protocolos de resiembra servird para cbtener los
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cultivos amibianos de calidad 6ptima que seran empleados para obtener
resultados validos en investigacién bésica, clinica y epidemiolégica

de la amibiasis.



1.

CONCLUSTONES

La calidad de los lotes de Panmede varia ampliamente; algunos no
llegan a soportar el crecimiento amibiano.

Se desarrolld, a escala de lahoratorio, un procedimiento controlado
para la elaboracién de una peptona de higado bovino que puede susti-
tuir con ventaja al Panmede como componente del medio de cultivo
axénico TPS-1, debido a sus siguientes cualidades: a) promueve el
crecimiento amibiano a bajos indculos, b) da rendimientos mayores,
c) permite mayores velocidades de crecimiento y d) tiene calidad
consistente de lote a lote.

El crecimiento o&ptimo de E. histolytica depende de la concentra
i6n de suero adicionado al medio TPS-1.

La concentraci6én optima de suero es especifica de cepa y varia con
el lote de suero.

Los pardmetros de crecimiento son caracteristicos de cepa y dependen
del lete de suero.

La calidad del cultivo axénico de E. histolytica en medio TPS-1
depende principalmente de dos factores generales: a) variabilidad
en la calidad de los lotes de Panmede y b) la calidad y concentracién
de los lotes de suero.

Debido a las variaciones en la calidad de los lotes de Panmede vy
suero puede legrarse la estandarizacidn de los protocolos de resiem-

bra de cada cepa s6lo con lotes de Panmede y suero definidos.
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Se propone el siguiente mecanismo para establecer protocolos de

resiembra especificos de cepa. Considera los siguientes pasos sucesi

vVos:

1) Seleccién de un buen lote de Panmede

2) Seleccién de un buen lote de suero

3) Determinacién de la concentracién Optima de suero para cada cepa

4) Determinacién de los pardmetros de crecimiento de cada cepa,
obtenidos con diferentes inoculos v a la cencentracidn dptima
de suero

5) Determinacién de los protocolos de cultivo especificos de cepa,
en los lotes respectivos de Panmede y suero, mediante el andlisis
de los pardmetros de crecimiento de cada cepa. Las variables
que deben fijarse son: indculo y tiempo de incubacién

6) Reproducibilidad de la velocidad de crecimiento y del rendimiento
de los cultivos en cada cepa amibiana con un protocolo de resiem-

bra dado
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