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Objetivos:

v Proponer los medios de cultivo para el mantenimiento “in vitro” de

algunos de los protozoarios parasitos de interés médico.

v Describir y seleccionar las técnicas mas adecuadas para el cultivo de

protozoarios parasitos.

v" Proponer la creacion de un cepario de parasitos en la facultad de

Quimica que fortalezca la formacién de los profesionales de la salud



Introduccién

Todas las formas animales y vegetales se originaron y desarrollaron como
organismos de vida libre que fueron obligados a competir con otros para su
existencia. Solo aquellos que desarrollaron ajustes y adaptaciones
satisfactorios fueron capaces de sobrevivir. En algunas ocasiones, las
adaptaciones tan marcadas sugieren que estas interrelaciones han existido
durante mucho tiempo. Otros grupos de organismos parece ser que han
adquirido mas recientemente el tipo de vida parasitaria, y unos cuantos de ellos
todavia no se han adaptado a un parasitismo irreversible. Hay otros mas que

apenas estan desarrollando las adaptaciones mas tempranas al parasitismo.

La Parasitologia es la parte de la Biologia que tiene que ver con los fenémenos

de dependencia entre dos seres vivos'

Los parasitos son un grupo grande y complejo de microorganismos, entre ellos
se incluyen los organismos unicelulares, como los protozoarios que carecen de
las vias metabdlicas necesarias para la sintesis de componentes que permiten
la vida y una reproduccion independiente y por lo tanto deben obtener del
huésped los nutrientes que necesitan. Los organismos multicelulares
(helmintos) de mayor complejidad tienen organos y tejidos bien definidos.

Algunos de estos parasitos son, en efecto, pequefios animales.

El parasitismo representa un tipo de relacion entre organismos, en donde el

hospedero es dafiado por el organismo infeccioso, con beneficio de este ultimo.



Pero existen otros tipos de relaciones hospedero-parasito como por ejemplo; Si
el agente infeccioso y el hospedero obtienen un beneficio del encuentro, el
proceso se denomina mutualismo. Otro tipo de asociacion es el comensalismo
en donde uno de los seres vivos funciona como hospedero sin recibir ni
perjuicio ni beneficio; mientras que el otro asociado (comensal) se procura casa

y sustento del hospedero.

Los agentes infecciosos también establecen numerosos tipos de relaciones a
nivel celular con sus hospederos. Los microorganismos de vida libre (algunas
bacterias, los hongos y los parasitos) viven en forma extracelular y pueden
crecer in vitro en ausencia de células. Los microorganismos intracelulares
facultativos pueden crecer in vitro en ausencia de células; in vivo crecen en
forma intracelular o extracelular, pero a menudo tienen una relacion especial
con los macrofagos. Los agentes infecciosos intracelulares estrictos carecen de
algunos mecanismos necesarios para una vida extracelular; por eso requieren

una célula hospedera que les suministre los elementos requeridos"

Para el estudio, conocimiento y un mejor aprendizaje de los parasitos es
necesario favorecer su adaptabilidad a las condiciones de laboratorio, para
lograr su multiplicacién in vitro, en ambientes especiales (medios de cultivo)

gue proporcionen las condiciones semejantes a las de sus habitats naturales.

Las técnicas de cultivo constituyen una parte sustancial del estudio actual de
los parasitos animales, sobre todo para las diferentes especies de

protozoarios.' Una de las grandes ventajas del cultivo in vitro, especialmente el



cultivo axénico, es la obtencion de un continuo suministro de organismos libres

de contaminacion en las cantidades necesarias.

El cultivo in vitro de parasitos protozoarios que causan enfermedades en el
humano es invaluable, provee no solo informacion en el desarrollo del parasito
sino también abre caminos para nuevas aproximaciones en la erradicacion del
mismo."

i,dii

El proposito del cultivo in vitro es importante por un gran nimero de razones:

1) Diagnostico preciso del parasito, y/o su confirmacion con otros métodos,

cuando las técnicas habituales no han dado resultado;

2) Con fines didacticos, particularmente cuando el material clinico no esta

disponible;

3) Una fuente que facilita la inoculacion para animales susceptibles en

experimentacion;
4) Prueba de sensibilidad a farmacos in vitro;

5) Nos proporciona el material necesario para la investigacion de la

fisiologia, bioquimica y metabolismo de los parasitos,
6) Para la produccion de vacunas;
7) Para entender la organizacion estructural del parasito;

8) Ensayos inmunologicos.

El cultivo in vitro de parasitos con propdsitos practicos o de investigacién puede

ser:

axénico: carente de seres vivos asociados.



Xénico: en el cual el parasito es cultivado en presencia de una flora indefinida.

Monoxénico: en el cual el parasito crece en presencia de una sola especie

adicional.

El término polixénico algunas veces es usado errbneamente como sinénimo de
Xénico, este término debe referirse sdlo a los cultivos en los cuales es conocida

la identidad de todas las especies presentes".

Todas las formas de vida toman del ambiente las sustancias que requieren
para sintetizar su material celular, generar energia y efectuar un
funcionamiento adecuado siendo estas sustancias los nutrientes, pero cada
forma de vida requiere diferentes nutrientes especificos para su Optimo
desarrollo. De este modo se han disefiado multiples medios de cultivo los
cuales estdn constituidos por los nutrientes necesarios en cantidades
apropiadas de acuerdo a los requerimientos especificos para el cultivo de cada

microorganismo.

Para favorecer el desarrollo es necesario considerar no so6lo el aspecto
nutricional, sino también las condiciones ambientales de su micro habitat, por lo
qgue en el medio de cultivo se debe ajustar el pH, concentracion de sales,
condiciones tales como: la temperatura, la oxigenacion, osmolaridad y

luminosidad.

En el diagnostico clinico, el cultivo de protozoarios parasitos no juega un papel
importante, ya que la microscopia Optica sigue siendo la técnica de eleccion

para la identificacion de la mayoria de ellos."



Aunque no es posible aun el cultivo in vitro de todos los parasitos protozoarios,

algunos de ellos se pueden aislar y cultivar en un medio de cultivo.

Tabla 1.- Seleccion de medios y condiciones de cultivo para parasitos

protozoarios

Organismo Medio de cultivo xénico Medio de cultivo monoxénico | Medio de cultivo axénico
Entamoeba histolytica LE, Robinson, TYSGM-9 TYI-S-33, YI-S, LYI-S-2 TYI-S-33, YI-S, LYI-S-2
Giardia intestinalis TYI-S-33, YI-S
Trichomonas vaginalis TYI-S-33, YI-S

---- Meétodos de cultivo no recomendados

La importancia del cultivo de protozoarios se relaciona principalmente en la
ensefianza e investigacion de las especies de dichos organismos.
Actualmente, las técnicas de cultivo son utilizadas para el estudio in vitro de los
parasitos desde diferentes puntos de vista, por lo que la instauracién de un

espacio dentro de nuestra facultad disefiado para este fin es prioritario.
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PROTOZOARIOS INTESTINALES

Para su estudio los protozoarios se pueden agrupar en cuatro grandes grupos

basandonos en su medio de locomocion:

4.

Sarcodinos
Flagelados
Ciliados

Apicomplexa.

Algunas especies de importancia médica pueden ser cultivadas en el

laboratorio. (Tabla 2)

TABLA 2.- Algunos protozoarios parasitos representativos

Division clase parasitos Hospedero Hospede Fase que se Enfermedad
humanos intermediario ro transmite
definitivo al hombre
Sarcodina amebas Acanthamoeba Hombre Trofozoito Queratitis
Entamoeba Hombre Quiste Disenteria
histolytica amebiana
Naegleria fowleri Hombre Trofozoito Microencefalitis
Mastigofora | flagelados Giardia lamblia Hombre Quiste Giardiosis
Intestino
delgado
Trichomonas Hombre Trofozoito Uretritis,
Vaginalis vaginitis
T.b. gambiense Hombre Tripanosomiasis
T.b. rhodesiense africana
Trypanosoma triatdbminos Hombre Tripomastigote Enfermedad de
cruzi metaciclico chagas
Ciliados Ciliados Balantidium coli Hombre Quiste Disenteria
balantidial
Esporozoos | Esporozoos Babesia microti Hombre Babesiosis
Cryptosporidium Hombre Ooquiste Diarrea
Isospora Hombre Ooquistes Coccidiosis
Plasmodium Hombre mosquito Esporozoito Malaria
Hombre Se desconoce Neumonia
Pneumocystis carinii
Toxoplasma gondii Gato Hombre Oocistos Toxoplasmosis

__No hay hospedero intermediario
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TABLA 3.- Helmintos pardsitos representativos.

Division clase parasitos Hospedero Hospedero Fase que se enfermedad
humanos intermediario definitivo transmite
al hombre
Platelmintos trematodos Fasciola Caracoles Hombre Metacercaria Fasciolosis
hepatica
paragonimus Caracoles y Hombre Metacercarias Paragonimiasis
westermanni crustaceos de en (vermes pulmonar)
agua dulce crustaceos
Schistosoma Caracoles de Hombre Cercarias a Esquistosomiasis
agua dulce través de la piel
Cestodos Taenia solium Porcino Hombre Cisticercos en la | Cisticercosis
carne de cerdo.
Taenia Vacuno Hombre; Cisticercos en la | Teniasis
Intestino carne.
saginata delgado
Echinococcus Hombre Perroy Huevos hidatidosis
Granulosus otros procedentes
animales de animales
Nematelmintos Nematodos Ascaris Hombre Ingestion de Ascariasis
lumbricoides huevos
Enterobius Hombre Ingestion de Enterobiasis
vermicularis huevos
Necator Hombre Penetracion Anquilostomiasis
americanus de larvas a
través de la
piel
Trichinella Hombre Ingestion de Triquinosis
spiralis carne(cerdo)
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CAPITULO |

Entamoeba histolytica

Generalidades

Algunos géneros de amebas pueden habitar el intestino de los seres humanos,
por ejemplo: Entamoeba, Blastocystis, lodamoeba y Endolimax. Los miembros
de los ultimos tres géneros suelen considerarse no patdgenosiError! Marcador
no definido..

Entamoeba histolytica es un protozoario de la clase Rhizopoda, momonuclear,

parasito espontaneo exclusivo del hombre y ciertos primates en cautiverio.’

Entamoeba histolytica se considera patdgena para los seres humanos, es el
agente causal de la amibiasis y representa una de las tres causas mas
comunes de muerte de enfermedad parasitaria. Es un parasito patdégeno

invasivo, clinicamente causa colitis y absceso hepatico. " Presenta dos fases

principales en su ciclo de vida: el trofozoito y el quiste.

Figura 1. Trofozoito de Entamoeba histolytica Figura 2. Trofozoito de Entamoeba histolytica con eritrocitos
fagocitados (x 1000)

Figura 3. Quistes de Entamoeba histolytica Figura 4. Trofozoitos de Entamoeba histolytica a partir de cultivo

13



celular

Cromatina >
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Figura 5. Quiste de Entamoeba histolytica Figura 6. Trofozoito de Entamoeba histolytica

Cultivo

Este parésito fue cultivado por primera vez por Boeck y Drbohlav en 1925 en
medio bifasico de huevo en tubo inclinado, una modificacion de este medio
(Locke-egg [LE]) aun es utilizado hoy en dia. Dobell y Laidlaw™ introdujeron el
uso del almidén de arroz como fuente de carbohidratos, y forma parte de todos

los medios de cultivo xénico.

Los medios monofésicos fueron desarrollados incluyendo el medio de infusiéon

de yema de huevo de Balamuth", medio de Jones’ y TYSGM-9 de Diamond".

Actualmente los medios de cultivo mas utilizados para el cultivo xénico de
Entamoeba histolytica son el bifasico LE y Robinson y el monofasico TYSGM-9,
ademas estos medios pueden ser utilizados para el cultivo de otras especies de

Entamoeba y Endolimax nana.
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Cultivos monoxénicos de Entamoeba histolytica en presencia de una especie
adicional fueron logrados por Cleveland y Sanders" en medio difasico, siendo
el medio mas utilizado para este tipo de cultivo el medio modificado Shaffer-
Frye (MS-F)'". El uso del cultivo monoxénico es limitado.

El cultivo axénico de Entamoeba histolytica fue logrado finalmente por Diamond
en 1961% el medio bifasico utilizado fue complejo y no fue sino hasta que
Diamond introdujo el medio monofasico TP-S-1” que los cultivos axénicos de
E. histolytica empezaron a ser utilizados por todas partes. El medio TP-S-1 fue
sustituido por TYI-S-33" siendo actualmente este Ultimo el medio mas utilizado
para el cultivo axénico de Entamoeba histolytica. Mas tarde Diamond describi6
YI-S como una alternativa del TYI-S-33".

Los principales componentes del medio de cultivo axénico de Entamoeba
histolytica son: tripticasa o peptona digerida de caseina que son una fuente de
péptidos y aminoacidos, acidos nucleidos (extracto de levadura), carbohidratos
(glucosa), lipidos (suero) y vitaminas. La mayoria de estos componentes
también son parte de medios de cultivo axénico para otros parasitosjError!

Marcador no definido..
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MEDIO DE CULTIVO XENICO

Aislamiento de Entamoeba histolytica de materia fecal en

Medio difasico LE

Formula cuantitativa

Solucion de Locke:

Disolver los siguientes reactivos en un litro de agua destilada

8.0g de cloruro de sodio

0.2g de cloruro de calcio

0.2g de cloruro de potasio

0.01g de cloruro de magnesio

2.0g de fosfato de sodio dibasico

0.4g de bicarbonato de sodio

0.3g de fosfato de potasio monobasico

Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121 C° y 15 Ib/in2. Enfriar a
temperatura ambiente, si hay precipitado remover por filtracion en papel

Whatman n° 1 y volver a esterilizar en autoclave.

Para preparar la fase soélida con huevo esterilizar el cascaron de huevos
frescos de gallina mediante flameado con etanol al 70%, romperlo y dejar caer
en una probeta graduada de 100 ml. Agregar 12.5 ml de solucion de Locke por
cada 45 ml de huevo, se emulsifica en la licuadora y filtrar a través de una gasa
utilizando vacio para eliminar las burbujas de aire. Agregar cantidades de 5 ml

de huevo emulsificado en tubos de cultivo de 16 x 125mm con tapdén de rosca
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aflojado, y se esterilizan a 100°C por 10 minutos en autoclave, colocando los
tubos en un angulo que produzca de 12 a 15mm de huevo en el fondo.

el medio inclinado resultante debe de quedar libre de burbujas, enfriar a
temperatura ambiente y el huevo solidificado cubrirlo con 6 ml de solucion de
Locke, esterilizar a 121 °C durante 15 minutos a una presion de 15Ib/in2.
Después de enfriar los medios inclinados a temperatura ambiente, apretar las

tapas y se pueden refrigerar hasta 6 meses.

Medio de Robinson

Este medio es un medio complejo, sin embargo la bibliografia menciona su uso

frecuente para el aislamiento de cultivos de amebas entéricas.

Formula cuantitativa
Para llevar a cabo su preparacion, preparar las siguientes seis soluciones

stock.

(1) Eritromicina 0.5 %: preparar 0.5 % de eritromicina en agua destilada y
esterilizar por filtracion. Refrigerar.

(2) Bacto peptona 20 %: preparar una disolucion de 20 g/100 ml. Esterilizar y
refrigerar.

(3) Solucién stock de biftalato 10X: para preparar la solucién stock, mezclar
102 g de biftalato de potasio hidrogenado y 50 ml de hidréxido de sodio y
llevarlo a 1 litro a pH de 6.3, esterilizar por 15 minutos a 121 °C a una
presiéon de 15 Ib/in®. Almacenar a temperatura ambiente. Diluir 1:10 con

agua estéril antes de su uso.
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(4) medio stock 10X R: disolver los siguientes componentes en agua destilada:
25 g de cloruro de sodio
10 g de acido citrico
25 g de fosfato de potasio monobasico
5 g de sulfato de amonio
0.25 g de sulfato de magnesio heptahidratado
20 ml de solucion de acido lactico al 85 %.

Llevarlo a 500 ml, diluir la solucién 1:10 ajustando a pH de 7 y esterilizar
durante 15 min a 121°C a una presioén de 15Ib/in? en porciones de 20 ml.

(5) medio BR: inocular 1X medio R con una cepa estandar de E. coli, incubar a
37°C durante 48 horas y almacenar a temperatura ambiente. (Puede ser
almacenado por varios meses)

(6) Medio BRS: agregar un volumen igual de suero bovino inactivado por
calentamiento al medio BR e incubar a 37°C por 24 horas, almacenar a

temperatura ambiente. (Puede ser almacenado por varios meses).

Para preparar el agar inclinado, esterilizar una solucién de agar noble al 1.5 %
en cloruro de sodio 0.7 % con agua destilada durante 15 minutos a 121°C a
una presién de 15Ib/in®. Dispensar en cantidades de 5 ml en tubos, volver a
esterilizar e inclinarlos hasta enfriar y solidificar. Almacenar a temperatura

ambiente o refrigerar.

18



Para cada tubo agregar lo siguiente:

3 ml de biftalato-Bacto peptona

1 ml de medio RBS

50 ul de eritromicina.

Esto debe de realizarse el mismo dia de la inoculacion.

La solucion que cubre el medio de Robinson también puede ser utilizada como

medio de crecimiento monofasico.

Medio monofasico TYSGM-9

Foérmula cuantitativa

Para preparar TYSGM-9 disolver lo siguiente:

2.8g de fosfato de potasio dibasico
0.4g de fosfato de potasio monobasico
7.5¢g de cloruro de sodio

2.0g de peptona digerida de caseina

1.0g de extracto de levadura

Llevar hasta 950 ml con agua destilada, dispensar en cantidades de 95 ml y
agregar 0.2 g de mucina gastrica porcina en cada botella.

Esterilizar a 121 C° durante 15 minutos a una presion de 15lb y refrigerar.
Antes de utilizar agregar 0.1 ml de una solucién stock al 5% de tween 80y 5 ml
de suero bovino adulto inactivado por calor. Colocar cantidades de 8 ml en los

tubos de cultivo.
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MEDIO DE CULTIVO AXENICO

TYI-S-33

BASE TYI

Formula cuantitativa

Para la preparacion de este medio disolver lo siguiente en este orden en 600 ml
de agua destilada:

1.0g de fosfato de potasio dibasico

0.6 g de fosfato de potasio monobasico

2.0 g de cloruro de sodio

20 g de peptona digerida de caseina

10 g de extracto de levadura

10 g de glucosa

1.0g de cloruro de L- cisteina

0.2g de &cido ascorbico

1 ml de citrato de amonio férrico, forma café (22.8 mg/ml)

Llevar a un volumen final de 880 ml y ajuste a pH de 6.8 utilizando una solucién
de hidroxido de sodio 1 N. Colocar cantidades de 88 ml en matraces y
esterilizar durante 15 minutos a 121°C a una presion de 15 Ib/in2. La base TYI

puede ser almacenada a -20°C por varios meses.
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Mezcla 18 de Vitaminas
Paso 1
Preparar las cuatro siguientes soluciones y después combinarlas
i) Disolver 45 mg de niacinamida, 4 mg de cloruro de piridoxal, 23 mg de
pantotenato de calcio, 5 mg de cloruro de tiamina y 1.2 mg de
vitamina B12 en un volumen final de 25 ml de agua.
ii) Disolver 7 mg de riboflavina en agua utilizando una cantidad minima de
hidréxido de sodio 0.1 N llevar a un volumen final de 45 ml.
iii) Disolver 5.5 mg de acido félico en agua utilizando una cantidad minima
de hidroxido de sodio 0.1 N llevando a un volumen final de 45 ml.
iv) Disolver 2 mg de D-biotina en agua y llevar a un volumen de de 45 ml.
Si la solucién combinada es nubosa, eso indica que el pH es alto debido a la
gran cantidad de hidréxido de sodio utilizado en la preparacion de las
soluciones iy ii y la mezcla debe ser desechada.
Paso 2
Disolver 1 mg de D-L-6-8- &cido tioctico (en su forma oxidada) en 5 ml de
etanol al 95 %. Agregar 500 mg de tween 80 y llevar a un volumen de 30 ml
con agua.
Combinar las soluciones del paso 1 y 2 llevandolas a un volumen final de 200
ml con agua destilada y esterilizar por filtracion a través de un filtro con poro de
0.22 pum. se puede almacenar en cantidades de 100 ml a 4 °C por mas de 6
meses. La mezcla es sensible a la luz.
Para completar el medio TYI-S-33 para su uso como cultivo axénico agregar

2.0 ml de la mezcla 18 de vitaminas y de 10 a 15 ml de suero bovino adulto
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inactivado por cada 88 ml de caldo TYI. Utilizar el medio dentro de las
siguientes 96 hrs.
NOTA. El suero bovino fetal no es recomendable ya que la fetuina es toxica
para los parasitos.

Colocar dentro de tubos de cultivo de borosilicato.

YI_Sxii

Fue desarrollado como una alternativa de TYI-S-33 debido a las dificultades
para obtener mucha peptona digerida de caseina que pudieran apoyar el
adecuado crecimiento de Entamoeba histolytica. En este caso la peptona es
reemplazada por extracto de levadura. El desarrollo de este medio tuvo un
inesperado beneficio, el primer aislamiento de Entamoeba dispar pudo ser
obtenida en condiciones axénicas cuando crecié so6lo en YI-S y no crecio en
TYI-S-33jError! Marcador no definido..

El medio YI-S consiste de caldo nutritivo, YI, una mezcla de vitamina y suero
bovino.

Caldo YI. Disolver los siguientes ingredientes en 600 ml de agua destilada y
llevar a un volumen final de 880 ml.

Formula Cuantitativa

1.0g de fosfato de potasio dibasico

0.6 g de fosfato de potasio monobésico

1.0 g de cloruro de sodio

30.0 g de extracto de levadura (BBL)

10.0 g de glucosa

1.0 g de cloruro de L- cisteina (sigma)

0.2 g de acido ascérbico (sigma)
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22.8 mg de citrato de amonio férrico en su forma café

Ajustar el pH a 6.8 con NaOH 1N, osmolaridad de 380 miliosmol/Kg (ajustar por
incremento y disminucién de cloruro de sodio).

Esterilizar en autoclave en unidades de 88 ml durante 15 minutos a 121° C, 15
Ib. Dejar enfriar a temperatura ambiente.

Puede ser almacenado hasta por seis meses.

Mezcla 18 de Vitaminas

Solucién 1. a) Disolver 45 mg de niacinamida, 4 mg de cloruro de piridoxal, 23
mg de pantotenato de calcio, 5 mg de cloruro de tiamina y 1.2 mg de vitamina
B12 en un volumen final de 25 ml de agua.

b) Disolver 7 mg de riboflavina en agua utilizando una cantidad minima de
hidréxido de sodio 0.1 N llevar a un volumen final de 45 ml.

c) Disolver 5.5 mg de &cido folico en agua utilizando una cantidad minima de
hidréxido de sodio 0.1 N llevando a un volumen final de 45 ml.

d) Disolver 2 mg de D-biotina en agua y llevar a un volumen de de 45 ml.
Combinar la solucién a en d, b y ¢ son solubilizadas utilizando cantidades
minimas de NaOH 0.1N. La nubosidad en la solucion final indica el uso
excesivo de NaOH.

Solucioén 2. Disolver 1 mg de D-L-6-8- &acido tioctico (en su forma oxidada) en 5
ml de etanol al 95 %. Agregar 500 mg de tween 80 y llevar a un volumen de 20
ml con agua.

Combinar la solucion 1y 2 y llevar a un volumen final de 200 ml con agua
destilada, esterilizar por filtracion a través de un filtro con poro de 0.22 pm.

La mezcla es sensible a la luz, almacenar a 4°C en la oscuridad hasta por seis

meses.

23



Medio completo

Para una unidad del medio, agregar asépticamente 88 ml de caldo YI, 2 ml de
mezcla 18 de vitaminas y 10 ml de suero bovino, osmolaridad final de 360
miliosmol/Kg, almacenar en la oscuridad a 4° C y usar dentro de las 96 horas
siguientes.

Colocar en tubos de borosilicato para iniciar el cultivo.

LYI-S-2

Contiene higado digerido, extracto de levadura, hierro y suero. Se encontr6é un
resultado de crecimiento igual que en el medio de TYI-S-33.

Este medio es recomendado cuando de antemano se espera un crecimiento

pobre de Entamoeba histolytica.

Método para el cultivo de Entamoeba histolytica

Para iniciar un cultivo de Entamoeba histolytica y otras amebas intestinales se
requieren heces frescas no contaminadas con orina. Pueden emplearse heces
formadas que contengan quistes 0 muestras liquidas con trofozoitos
vivosjError! Marcador no definido..

Las heces son la fuente mas comun de material a utilizar, y en raras ocasiones
especimenes de biopsias rectales o aspirados de abscesos hepaticos son
utilizados.

Uno de los problemas que se tiene en el cultivo xénico es la probabilidad de
crecimiento de organismos indeseables siendo el mas frecuente Blastocystis
hominis, este organismo es a menudo encontrado en cantidades abundantes

en todos los medios utilizados para el cultivo xénico de Entamoeba histolytica.
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Hay dos métodos para la eliminacion de Blastocystis hominis de los cultivos,
en el primer método los quistes son tratados con HCl 0.1 N a temperatura
ambiente durante 10 minutos, se lavan completamente con agua destilada y se
reinoculan dentro del medio de cultivo. El 4cido mata a las bacterias, algunos
hongos, Blastocystis hominis, Trichomonas hominis y algunas amebas no

enquistadas, quedando los quistes viables e intactos.

El segundo método es el de Smedley y es utilizado cuando Blastocystis
hominis aparece en los cultivos después de la inoculacién. Sin embargo este
método tendria que ser repetido varias veces antes de que Blastocystis hominis
sea eliminado.

Los cultivos son centrifugados y el concentrado que contiene una mezcla de
todos los organismos presentes, es resuspendido en agua destilada a
temperatura ambiente por 15 minutos. El material es entonces centrifugado
nuevamente e inoculado dentro de un medio de cultivo fresco, a menudo las
células o quistes de Blastocystis hominis pueden sobrevivir e iniciar su
crecimiento por lo cual el procedimiento necesita ser repetido. La ventaja de
este método es la simplicidad.

Otros microorganismos indeseables tales como hongos usualmente
desaparecen de los cultivos xénicos después de varios pases, por lo que no es

necesario hacer maniobra alguna.

Aislamiento
El medio LE ha demostrado ser el mejor medio para el aislamiento primario de

las especies de EntamoebajError! Marcador no definido., el TYSGM-9 también
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puede ser utilizado para el aislamiento, pero su utilidad primaria es el de
generar grandes cantidades de amebas de cultivos establecidos.
En todos los casos el almidon de arroz es agregado al medio antes de la

inoculacion asi como los antibidticos necesarios.

Inoculacion de los medios:

Las muestras de heces se suspenden en solucion salina y se filtran a través de
una gasa para eliminar particulas gruesas antes de la inoculacion del medio;
sin embargo puede afadirse directamente al medio una cantidad de heces del
tamafio de un chicharo. Es bueno incluir porciones de heces con sangre y
moco.

La penicilina, estreptomicina y eritromicina son los antibiéticos de eleccion, ya
gue parecen tener un pequefio efecto directo en la ameba.

Los tubos de cultivo conteniendo el medio e inoculados con las heces, se
incuban verticalmente a 35.5 C° durante 48 horas y se examinan.

Puede extraerse una gota del sedimento del tubo de cultivo y se examina al
microscopio. Alternativamente los tubos de cultivo se pueden examinar en un
microscopio invertido, las amebas se observan adheridas a la pared del tubo.
Si no hay crecimiento a las 48 horas se hace una resiembra, la mayor parte del
liquido se descarta y se deja menos de 1 ml en el tubo, el sedimento se
resuspende en el poco liquido que quedd y se transfiere a un tubo con medio
nuevo, se incuba por 48 horas y se vuelve a examinar y si a este plazo no se
observan se da por negativo.

Si los cultivos son positivos y se observan amibas el cultivo es dividido en otros
tubos; con los cuales se puede trabajar para la realizacion de otro tipo de

pruebas ya sea para la fase de enquistamiento, desenquistamiento, etc.
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Axenizacion

Este procedimiento es largo y laborioso ya que involucra la adaptacion gradual
del parasito a un nuevo estilo de vida.

El primer paso puede ser el crecimiento del organismo en cultivo monoxénico y
asi lograr por medio de lavados del cultivo xénico en PBS para remover la
mayoria de bacterias posibles y colocar los trofozoitos en un medio rico con un
nuevo organismo y antibioticos. EI medio puede ser un medio de cultivo
monoxénico especializado o puede utilizarse un medio de cultivo axénico tal

como TYI-S-33.
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Diagrama general de las fases para el establecimiento de un cultivo

Muestra (Heces frescas)
con Entamoeba histolvtica

s

Suspender la muestra en solucidn salina

s

Inoculacion de los medios

Reemplazar el medio @

Incubacioén de los medios a 35.5 °C durante 48 hrs.

4

Examinar al
microscopio el
sedimento

Negativo

Enquistamiento
Desenquitamiento
Axenizacion de los cultivos

En algunas ocasiones se ha logrado obtener directamente el cultivo axenico a

partir del cultivo xenico, por lo que puede ser considerada como otra alternativa

de axenizacion.

Los antibibticos utilizados varian en tipo y cantidades dependiendo de la

sensibilidad de la flora con la cual la ameba crecera.
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La concentracion inicial a menudo es alta, después de 24 horas las células son
concentradas por centrifugacion y el medio es reemplazado. El nimero de
células incrementa y éstas pueden ser divididas en 2 tubos. Por reduccion
gradual de la concentracion de antibioticos en uno de los 2 de tubos de prueba
para el crecimiento bacteriano, la axenizacion puede ser alcanzada

gradualmente al mismo tiempo el numero de amebas incrementa.

Dos ultimos subcultivos en ausencia de antibidticos pueden ser realizados

antes de considerar los cultivos libres de bacterias.

Induccion del enquistamiento de Entamoeba histolytica

La induccion del enquistamiento puede ser realizada por tres razones:
¢ sial obtener el aislamiento primario, los trofozoitos son escasos,
e para la eliminacion de organismos indeseables (axenizacion)

e y para la obtencién de quistes in vitro.

Hay tres cosas de especial preocupacion en la obtencién de quistes: el medio,
la flora bacteriana y el almidén de arroz.

El medio LE es uno de los medios con el cual se obtiene excelentes resultados.
La flora bacteriana presente en el cultivo xénico juega un papel importante en

el proceso de enquistamiento.
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Protocolo de enquistamiento

En medio de cultivo LE

Dia 1

Iniciar el proceso con tres cultivos de 48 horas ricos en amebas. Cosecharlos
por enfriamiento de los tubos de cultivo en un bafio de agua helada durante 5
minutos, invertir los tubos 10 veces para mezclar el contenido y liberar las
amebas adheridas a las paredes y centrifugar por 3 minutos. Remover y
decantar dejando 1 ml, resuspender el concentrado de amebas, juntar, y
transferir en cantidades iguales en seis tubos de medio LE sin arroz. Incubar
en posicion vertical durante 72 horas.

Dia 4

Cosechar los seis tubos: enfriar, remover y decantar dejando
aproximadamente 1 ml y mezclar el tubo de cada cultivo y transferir en
cantidades iguales en dos tubos de medio LE sin arroz. Habra 12 tubos,
incubar durante 48 horas.

Dia 6

Cultivar los 12 cultivos y subcultivarlos como en el dia 4, incubar los 24 tubos
durante 48 horas.

Dia 8

Cuidadosamente remover el remanente de cada cultivo, dejando solo lo
suficiente que cubra el sedimento en la interfase del huevo

Colectar los sedimentos de los tres cultivos y transferir a un tubo con medio en
el cual es agregado arroz. Repetir con los cultivos restantes, Incubar los ocho

cultivos resultantes por 48 horas.
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Dia 10

Remover una pequefia gota de sedimento de cada cultivo, tefiir con solucién de
lugol y registrar la presencia de quistes cuadrinucleados. Si son encontrados,
cosechar como en el dia 1. Remover el sobrenadante dejando sélo el
sedimento. Juntar los sedimentos y lavar dos veces con agua destilada. Los
quistes quedaran viables de 10 a 14 dias almacenados a 4°C. Si los quistes no

son encontrados incubar durante 24 horas mas.

Desenquistamiento inducido in vitro

Inducir el desenquistamiento de Entamoeba histolytica es un paso
relativamente facil comparado con la obtencion de quistes, la induccion de este
se utiliza como prueba de viabilidad.

Si el objetivo es propagar la ameba en ambiente xénico, el medio utilizado es el
medio en el cual la amiba fue inducida, en este caso es el medio LE. Si el
objetivo es desenquistarla en un ambiente libre de bacterias algunos de los
medios monofasicos liquidos ideados para cultivo axénico puede ser utilizado.
Para inducir el desenquistamiento, los quistes son primero tratados para

remover organismos indeseables como se recomendé anteriormente.

Entamoeba histolytica crece generalmente en cultivo con otros organismos,
usualmente con un complejo indefinido de flora bacteriana y muy pocas veces
lo hace de manera axénica.

Para el mantenimiento de los cultivos, estos son resembrados en intervalos de

48 a 72 horas.
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CAPITULO I

Giardia intestinalis

Generalidades

La giardiosis es una infeccibn comdn que se presenta en el intestino delgado
de los humanos, particularmente en los nifios, el agente causal es el parasito
protozoario Giardia intestinalis (sin. Giardia lamblia y Giardia duodenalis). El
curso clinico puede variar de infecciones asintométicas, diarrea aguda o
cronica la cual puede ser asociada con malabsorcion'™" Giardia es un
protozoario flagelado perteneciente al orden Diplomonadida que parasita el

tracto digestivo de humanos y otros mamiferos, presenta dos fases en la

naturaleza; el trofozoito y el quiste.

10 pym
Figura 7. Trofozoito de Giardia intestinalis Figura 8. Esquema de Trofozoito de Giardia
intestinalis
Figura 9. Quiste de Giardia lintestinalis Figura 10. Esquema de un Quiste de Giardia
lintestinalis
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Los trofozoitos pueden colonizar el intestino delgado por semanas o afios
unidos al epitelio intestinal, sin embargo; una vez que ellos entran al
compartimento luminal en donde son expuestos al pH alcalino, elevadas
concentraciones de bilis y productos lipoliticos, por todo esto tienden a
enquistarse para salir del hospedero®.

El cultivo xenico y monoxénico no es requerido para su aislamiento.
Karapetyan, en 1960, mantuvo por primera vez Giardia intestinalis en cultivo en
asociacion con una levadura (Candida guilliermondi)jError! Marcador no
definido., mas tarde reporté el cultivo monoxénico de aislados de conejo en
asociacion con Saccharomyces cerevisiae. En 1970, Meyer informé acerca del

V,Vi

cultivo axénico de Giardia"", Visvesvara” encontré que Giardia intestinalis
crecia abundantemente en el medio TP-S-1 medio para Entamoeba el cual fue

esterilizado por filtracién en lugar de esterilizar en autoclave.

El medio TP-S-1 fue sustituido por el medio TYI-S-33, en el cual la cantidad de
cisteina fue duplicada y se le agreg6 bilis bovina.jError! Marcador no
definido." Este medio es el mas utilizado actualmente para el cultivo de
Giardia intestinalis, aunque también puede crecer en el medio YI-SjError!

Marcador no definido., con modificaciones similares.

Medios de cultivo

Medio TPS-1 de Diamond

El cual consiste en un pool de suero bovino al 10 %, inactivado a 56 °C durante

30 minutos, caldo TP esterilizado por filtracion y medio NCTC-109 (25/1000ml).
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Medio TYI-S-33 (modificacion de Keister)""

Se prepara el caldo TYl exactamente como el de E. histolytica con los
siguientes cambios: incrementar la cantidad de cloruro de L- cisteina a
2.0g/litro, agregar 500 mg de bilis bovina deshidratada por litro y ajustar el pH a

7.0.

Formula cuantitativa

Se disuelven los reactivos en el orden descrito a continuacion:

600ml| de agua desionizada o destilada

1.0g de fosfato de potasio dibasico

0.6 g de fosfato de potasio monobésico

2.0 g de cloruro de sodio

20.0 g de peptona digerido de caseina

10.0 g de extracto de levadura

10.0 g de glucosa

2.0 g de cloruro de L- cisteina

0.2 g de &cido ascorbico

1.0 ml de citrato de amonio férrico, forma café (22.8 mg/ml)

Afada 500 mg de bilis bovina deshidratada por litro.

Lleve a un volumen final de 880 ml y ajuste a pH de 7.0 usando una solucion
de hidroxido de sodio 1N.

Esterilice por filtracion a través de un filtro con poro de 0.22 um, no se esteriliza
en autoclave y se reparte en cantidades de 13 ml en tubos de 16 X 150 mm.

El medio estéril TYIl- base puede ser almacenado a -20 °C durante varios

meses.
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Aunque los cultivos pueden ser iniciados con trofozoitos obtenidos de biopsias
duodenales, es mucho mas comun ser iniciados con quistes colectados de
heces.

En primer lugar se procede a la purificacion de los quistes de las heces.

Las muestras de heces son diluidas 1:12 (vol/vol) en agua destilada, se toman
20 ml y se colocan en un vaso con perlas de vidrio, homogenizando en un
vortex por 5 minutos, filtrando después a través de una malla de nylon estéril.
En un recipiente con hielo se colocan 5 ml del filtrado en un tubo de centrifuga
de 50 ml conteniendo 10 ml de sacarosa 1M, Centrifugar a 450xg por 5
minutos, separar el sobrenadante con una pipeta diluir a 50 ml con agua y
centrifugar a 450 durante 5 minutos, decantar y descartar el liquido, se
resuspende el sedimento en un tubo de centrifuga de 15 ml conteniendo 2.5 ml
de agua destilada colocado sobre hielo, y coloque en la superficie con mucho
cuidado una capa de 10 ml de sacarosa 0.5 M centrifugar durante 5 minutos a
450 x g. Con una pipeta pasteur separe 1 ml del liquido del fondo y colocar en
un tubo de centrifuga de 15 ml limpio. Examinar este material para comprobar
la presencia de quistes de Giardia. Diluir en 10 ml con agua destilada y
centrifugar a 450 x g durante 5 minutos, decantar y eliminar el sobrenadante.
Resuspender el sedimento y utilizar para inocular los medios de cultivo.

Los cultivos son iniciados en tubos de cultivo conteniendo 13 ml de medio TYI-
S-33, el cual debe contener antibidticos y antimicoticos.

Una combinaciéon adecuada incluye lo siguiente, por mililitro: 1ug de
anfotericina B (solucion patron 1mg/ml), 1 mg de moxolactamo (solucion patron
300 mg/ml), 1 mg de ticarcilina (solucion patron 400 mg/ml), 40ug de
gentamicina (solucion patron 40 mg/ml) y 200 U de penicilina (solucién patrén

100,000 U/ml).
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Los tubos de cultivo son incubados verticalmente a 35.5°C y examinados en un
microscopio invertido diariamente. El medio debe ser decantado y reemplazado
con medio fresco y antibioticos diariamente durante la primera semana y cada
tercer dia las siguientes dos semanas. Si no se observan trofozoitos a este
tiempo el cultivo es considerado negativo. La mayoria de los trofozoitos se

adhieren a la pared de vidrio.

Medio YI-S

Se requiere de la modificacion en el caldo base Yl y se realiza de la misma
manera que en el medio TYI-S-33

Incrementar la cantidad de cloruro de L- cisteina a 2.0g/litro, agregar 500 mg de
bilis bovina deshidratada por litro y ajustar el pH a 7.0. Esterilizar por filtracion
(tamafio de poro de 22 um).

El medio es completado por la adicion de 2 ml de la Mezcla 18 de Vitaminas y

10 ml de suero bovino a 88 ml del caldo modificado.

“String Test” (Capsula de Beal)

Mostré ser un método de diagndstico confiable para la deteccién de Giardia
intestinalis obtenida de fluido intestinal. Se describe como una técnica simple,
no invasiva y que rutinariamente permite el cultivo axénico exitoso de Giardia
intestinalis.™

Para el aislamiento de Giardia intestinalis fue utilizado el medio TYI-S-33 con la

adicion de sales biliares y antibidticos.
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Una capsula de gelatina unida a una tira de nylon de 90 a140 cm de largo, es
tragada por el paciente y permanece por cuatro horas o durante toda la noche,
posteriormente la tira es recuperada, y el contenido se coloca en una caja petri,
se le agrega medio de cultivo (2 ml), el cual es aspirado inmediatamente con
una jeringa y es colocado en 2 tubos de borosilicato los cuales contienen 12.5
ml de medio precalentado a 37 °C. Los tubos son incubados y mantenidos
verticalmente a 37 ° C, son examinados periédicamente con un microscopio
invertido.

En dias alternos, el medio es aspirado de los tubos y es reemplazado con

medio fresco precalentado.

Las capsulas son econémicas y pueden ser manipuladas facilmente, ademas
el cultivo se inicia con trofozoitos obtenidos directamente de muestra duodenal

sin tener que llevar a cabo una axenizacion.

Aislamiento y axenizaciéon "

El procedimiento de aislamiento involucra:

-Concentracion y purificacion de los quistes a través de la centrifugacion en
gradientes de sacarosa.

-Induccion del desenquistamiento en solucién acida.

-Cultivo en medio TYI-S-33 modificado

-Axenizacion de aislados utilizando ceftriaxona y anfotericina B.

Muestras de heces que contienen quistes de Giardia intestinalis son

procesadas para el aislamiento de quistes.
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Establecimiento de cultivos

Todos los quistes de Giardia de heces frescas son purificados y concentrados
utilizando un gradiente de sacarosa 0.85M.

El sedimento resultante es resuspendido en buffer de fosfato salino a pH 7.0,
conteniendo 200 pg/ml de ceftriaxona, 10 pg/ml de anfotericina B y es

almacenado a temperatura ambiente de 1-5 dias.

Método de desenquistamiento

1ml de la preparacion de quistes purificados se diluyen en 9 ml de solucion de
acido clorhidrico a pH de 0.5 e incubada a 37 °C con agitacién constante
durante 15 min.

Se centrifuga por 5 minutos a 250 X g, el sedimento es resuspendido en PBS y
centrifugado nuevamente por 5 min.

Los quistes son inoculados inmediatamente en tubos con tapén de rosca que
contienen 16 ml de medio TYI-S-33 modificado (Keister)"" con 10% de suero
de ternera, ceftriaxona 100ug/ml y anfotericina B 1 pg/ml. Se almacenan a 37
°C y se observan cada 24 horas con microscopio invertido.

Cuando aparecen trofozoitos adheridos a las paredes de los tubos, el medio es
decantado y reemplazado cada 2-5 dias hasta que se forma una monocapa de
trofozoitos.

Después de 4-5 subcultivos los antibidticos son interrumpidos y pueden ser
realizadas las pruebas microbiologicas para confirmar la obtencion de un
cultivo axénico.

Los cultivos pueden ser preservados en nitrogeno liquido después de la adicion

de 10% de dimetilsulfoxido.
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Método para la obtencion de gran cantidad de quistes in vitro de Giardia
intestinalis

Cultivo de Trofozoitos

Cepas de trofozoitos de Giardia intestinalis son mantenidos en medio de cultivo
axénico TYI-S-33 que contiene 10% de suero bovino, 0.5 mg/ml de bilis bovina
grado bacteriolégico, 100 u/ml de penicilina, 0.1 mg/ml de estreptomicina y
ajustar a pH de 7.1.

Los cultivos se colocan en tubos de borosilicato a 37°C de 66-72 horas.

Enquistamiento in vitro

Después del crecimiento de trofozoitos, los tubos son invertidos varias veces y
el medio de crecimiento junto con los trofozoitos no adheridos se desecha. Los

tubos se llenan con medio de enquistamiento el cual consiste en medio de
crecimiento ajustado a pH de 7.8, conteniendo 10mg/ml de bilis bovina de
grado bacterioldgico. Los tubos se regresan a incubacion de 37 °C.

Los trofozoitos son incubados en medio de enquistamiento hasta su cosecha
(96 hrs), después de este tiempo los cultivos son enfriados después de 24 hrs.
El medio de enquistamiento se centrifuga a 500 g x 10 min y el boton resultante
es resuspendido en medio de crecimiento e incubado a 37°C hasta su cosecha.
Los trofozoitos son cosechados por enfriamiento de los tubos, se continda con
una centrifugacion a 500g por 10 min, los parasitos se lavan dos veces en
fosfato de sodio 20 mM, pH de 7.1, conteniendo cloruro de sodio 150 mM y se
realiza un conteo con un hemocitometro. Para la obtencion de quistes puros,los
trofozoitos son removidos con lisis hipotonica en agua destilada de 1-24 hrs. A
4°C, seguido de un lavado sucesivo con agua destilada para eliminar los

restos. Los quistes resistentes a la lisis hipotonica deben de ser contados.
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AISLAMIENTO Y ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS Giardia

Heces que contienen quistes de Giardia intestinalis

v

Purificar y concentrar quistes usando un gradiente
de sacarosa 0.85 M

!

Resuspender el sedimento resultante en buffer de
fosfatos a pH 7 y con antibiéticos.

!

Almacenar de 1 a 5 dias a temperatura ambiente.

!

Para llevar a cabo el método de desenquistamiento
tomar 1 ml de la preparacion de quistes
purificados.

v

Diluirla en 9 ml de una solucién de HCI a pH de
1.0

—>
Incubar a 37 ° C con agitacion constante durante 15
minutos.
Centrifugar durante 5 minutos a 250 X g
El sedimento es resuspendido en PBS y
centrifuaado nuevamente por 5 min.
Los quistes son inoculados en tubos con 16 ml de
medio TYI-S-33 + 10 % de suero de ternera 'y
antibioéticos.
Negativo

Almacenara37°Cy
observar cada 24 horas

l Positivo

Subcultivar
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Desenquistamiento

Tubos de cultivo que contienen 6 ml de medio de desenquistamiento (cisteina
HCI 12 mM/acido ascorbico en solucion salina de Hanks que contiene 1500 U
de pepsina / ml) son inoculados con 4 X 10 * 1 X 10° quistes producidos in
vitro, se incuban a 37°C por 30 min. Se neutralizan por la adicion de 1.0 ml de
NaHCO3; 1N y se centrifuga a 1000 g X 5 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante es aspirado y los tubos son llenados con medio de crecimiento

fresco, e incubados a 37 ° C.

Una variacion de este método consiste en: los quistes son expuestos a una
solucion de &cido ascorbico/cisteina (con o sin pepsina) subsecuentemente son
incubados a 37°C por 30 minutos con 1mg/ml de a-crimotripsina I-S en solucién
Tyrode a pH de 8.0, el medio de enquistamiento es reemplazado con medio de
crecimiento y los tubos son incubados a 37°C y examinados peridodicamente

para observar la presencia de trofozoitos.

El estudio en el proceso de enquistamiento y desenquistamiento es esencial no

solo desde el punto de vista de determinar el desarrollo bioldgico del parasito
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Protocolo para la obtencidn in vitro de quistes viables

Hacer crecer trofozoitos en medio de crecimiento
(TYI-S-33+10% suero bovino+0.5mg/ml de bilis bovina, pH de
7.1)

}

Medio de crecimiento y trofozoitos

}

Agregar medio de enquistamiento
(TYI-S-33+10% suero bovino+10mg/ml de bilis bovina, pH de

|

Incubar a 37 ° C durante 24 horas

}

Los parasitos son concentrados por centrifugacion y el medio
de enquistamiento es removido.

}

Agregar el medio de crecimiento

}

Incubar a 37 ° C por 24 horas mas.

}

Los quistes son cosechados y lavados.

|

Los trofozoitos son lisados en agua destilada.
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CAPITULO Il

Trichomonas vaginalis

Generalidades

La tricomoniasis es una enfermedad parasitaria transmitida sexualmente,
siendo el agente causal Trichomonas vaginalis, afectando a hombres y
mujeres, las infecciones en la mujer causa vaginitis, cervicitis y uretritis; en los
hombres causa uretritis y prostatitis. Esta enfermedad es usualmente
diagnosticada en pacientes sintométicos o asintoméaticos por identificacién

microscépica de organismos méviles de exudados vaginales' y uretrales.

Trichomonas vaginalis es un protozoario flagelado, movil, parasito del ser
humano cuya posicion taxondmica se basa en la clasificacion de Dyer;
perteneciendo al Phylum Zoomastigina, Clase parabasalia, orden
Trichomonadida, familia Trichomonadidae, género Trichomonas, especie

Trichomonas vaginalis (Donné,1836).

El ciclo de vida de Trichomonas vaginalis es simple, no tiene reservorios ni

variantes quisticas; sélo existe en forma de trofozoito.

e _iadl S
\.i

- 5 <5

Figura 11. Trofozoito de Trichomonas vaginalis Figura 12. Trofozoitos de Trichomonas vaginalis
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Figura 13. Esquema de un Trofozoito de Trichomonas vaginalis

Trichomonas vaginalis fue obtenida en cultivo xénico por Trussel en 1940" dos
medios son ampliamente utilizados para el aislamiento y cultivo axénico de
Trichomonas vaginalis- el medio TYM",Y asi como sus modificaciones y TYI-S-
33, este ultimo el cual es modificado de su formulacion original.

El medio YI-S también apoya el crecimiento abundante de Trichomonas
vaginalis con algunas modificaciones del mediojError! Marcador no definido.
pero no ha sido probado como un medio de aislamientojError! Marcador no

definido..

Cultivo de Trichomonas vaginalis en medio TYM""

Muchas especies de tricomonas crecen axénicamente en medio TYM que en
algun otro medio.

Disolver en 600 ml de agua destilada lo siguiente:

20 g de peptona digerido de caseina (trypticasa)

10 g de extracto de levadura

5.0g de maltosa

1.0 g de cloruro de L- cisteina

0.2 de &cido ascorbico

0.8 g de fosfato de potasio dibasico

0.8 g de fosfato de potasio monobasico
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Ajuste a pH 6.0

Se lleva a 900 ml con agua destilada y se reparten cantidades de 90 ml en
frascos, esterilizar en autoclave 15 min a 121°C y 15 Ib/in2 de presion. Puede
almacenarse por varios meses a -20. Para completar el medio agregar 10 ml de

suero bovino inactivado con calor en condiciones de esterilidad.

Medio TYM (Modificacién de Hollander)”

A este medio se le realizan ciertas modificaciones, se sustituye la cisteina con
un incremento en la cantidad de acido ascorbico y la adicion de cloruro de
potasio, carbonato de potasio y sulfato ferroso.

Su preparacion es la siguiente:

Disolver los ingredientes en 600 ml de agua destilada

20.0 g de peptona digerida de caseina (tripticasa)

10.0 g de extracto de levadura

5.0 g de maltosa

1.0 g de acido ascorbico

1.0 g de cloruro de potasio

1.0 g de bicarbonato de potasio

1.0 g de fosfato de potasio monobasico

0.5 g de fosfato de potasio dibasico

0.1 g de sulfato ferroso.

Continuar como se describe en la preparacion del medio TYM
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TYI-S-33y YI-S

Para la preparacion de estos medios, se prepara el medio basal TYI y YI
exactamente como para Entemoeba histolytica con la excepcion de que se

ajusta a un pH de 6 antes de esterilizar.

Para el medio YI-S se lleva a cabo un ajuste de pH del caldo estandar Y| de 6.0
— 6.2 antes de esterilizar, una concentracion de suero al 10% es adecuada.
YI-S es un medio libre de caseina, siendo la caseina un ingrediente con
dificultad para obtenerse, ya que no ha estado disponible desde la década de
los 80°s jError! Marcador no definido.

Aislados adaptados a este medio y en cultivos establecidos tuvieron un
crecimiento como en el medio TYI-S-33 0 mejor, a las mismas concentraciones
de suero. La capacidad del medio para iniciar cultivos axénicos de

Trichomonas vaginalis no ha sido probada.

Aislamiento

Para su aislamiento no son requeridos cultivos xénicos y monoxénicos, los
cultivos axénicos son iniciados en tubos de cultivo con el medio por alguna de
las dos maneras siguientes:

i) material obtenido de vagina o uretra con hisopos de rayon.

i) con sedimento de lavados vaginales centrifugados.
Antibidgticos y antifungicos deben ser incluidos, es efectiva una combinacion de
penicilina, estreptomicina y kanamicina, mas micostatina o nistatina en

concentraciones de 100ug/ml.



Inoculacion de los medios:

Para el cultivo se inoculan tubos de medio con un exudado vaginal sospechoso
del parasito. Los tubos se incuban verticalmente a 35.5°C y se examinan
diariamente durante 4 dias en un microscopio invertido. Si después de ese

tiempo no se observa crecimiento se considera negativo.

Medio TB1

Es un medio libre de suero, se comprobo su eficacia tanto para el aislamiento
como para el mantenimiento del cultivo in vitro de éste parasito.
Su eficacia en el aislamiento de Trichomonas vaginalis de muestras de

pacientes fue comparada con el medio ya conocido, TYM.

Preparacion:

Tripticasa 1.00 g
Extracto de carne 1.00 g
Extracto de levadura 1.00g
Peptona 1.00 g

Higado disecado 1.00 g
Glucosa 0.5 g

Cloruro de sodio 0.8 g
L- prolina 0.5 g
NaHCO3 0.13 g
Na2HPO4 0.26 g
KH2PO4 0.65 g

Hierro (Fe +++) 100 ug
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Agua destilada 100 ml

La mezcla se homogeniza durante 30 minutos en un vortex, se filtra en tubos
estériles y se ajusta el pH a 6.0, se esteriliza a 121 °C durante 15 minutos.
Solucién de antibioticos (penicilina, estreptomicina y fluconazol, 0.2 ml de cada
uno) es agregado a cada tubo que contenga 4 ml de medio y se conserva a
4C° antes de su uso.

Inoculacion del medio:

Muestras de exudados vaginales son tomadas con hisopo de rayén y se
inocula directamente en el medio, los tubos son incubados a 37 °C vy
examinados cada dia durante 7 dias.

A diferencia de otros medios que utilizan suero el cual es muy caro, ademas de
requerir condiciones especiales para su preservacion y tener un alto riesgo de
contaminacion, este medio es facilmente disponible, no es muy caro, es
sensible para el aislamiento de Trichomonas vaginalis y ademas se obtiene una

gran cantidad de trofozoitos viables.
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CAPITULO IV

Trypanosoma cruzi

Generalidades

Trypanosoma cruzi es un protozoario hemoflagelado perteneciente al
subphylum Mastigophora del phylum Sarcomastigophora, orden Kinetoplastida.
Es el parasito del humano responsable de la enfermedad de Chagas'. Este
protozoario necesita de un insecto hematéfago y diferentes especies de

mamiferos para cumplir su ciclo vital".

Tres estadios morfolégicos se presentan durante dicho ciclo”, siendo estos: el
epimastigote, que es movil y se desarrolla en el intestino del insecto vector y en
los medios de cultivo en el laboratorio; el trypomastigote, que se puede
encontrar al final del intestino del triatomino y en la sangre del hospedero

vertebrado, es muy mévil; y el amastigote que es el tipo intracelular, inmovil, se

IVV

presenta en forma de nidos en el hospedero vertebrado

Figura 15. Epimastigotes de Figura 16. Tripomastigote

Figura 14.Amastigotes de i sanguineo de Trypanosoma
Trypanosoma cruzi cruzi

Trypanosoma cruzi
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Se agrupa dentro de los protozoos que tienen como mecanismo de transmisién

. ”~ /"
iy N

T A',‘;'-O )
~ X ©
D

Amastigote Epimastigote Trypomastigote

Figura 17. Estadios de Trypanosoma cruzi

fundamental a un artrépodo" del género Triatoma (en México).

Los protozoarios hemotisulares se investigan en la sangre, en los aspirados de
medula osea 0 en otros tejidos parasitados y pueden ser cultivados en medios

artificiales tales como el medio N.N.N. El cultivo de este flagelado sanguineo

exige medios libres de bacterias.

Heces de
Triatominos

Figura 24. Esquema para el aislamiento de Trypanosoma cruzi de sangre y otros tejidos. Las muestras

Aspirados Muestra de
sangre
Medio NNN | Bi.opsia
(Agar sangre, (recientes o
difasico) leiones activas)

son tomadas de sangre o bien de tejido linfoide y es transferida a medio NNN.

Los especimenes para el cultivo de Trypanosoma cruzi puede consistir de
sangre o el contenido del intestino del triatomino. Es aconsejable utilizar dos

medios diferentes tales como infusién de Higado- triptosa (LIT) y NNN para el

aislamiento inicial de Trypanosoma cruzi”'.
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La forma de cultivo principal es el epimastigote; ocasionalmente, sin embargo,

los trypomastigotes también pueden ser observados.

Medio NNN (Medio de Novy-MacNeal-Nicolle)

Este medio es muy eficaz para la recuperacion de Trypanosoma cruzi.

Bacto Agar (difco) l4g
Cloruro de sodio 0649
Agua destilada 90 ml

1) Mezclar en un matraz erlenmeyer el cloruro de sodio y el agar en el agua

destilada.

2) Calentar la mezcla hasta que el agar se disuelva.

3) Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.

4) Enfriar mas o menos a 50°C.

5) Agregar 10 ml

asépticamente.

de sangre de conejo desfibrinada y colectada

6) Dispensar 4 ml dentro de tubos de 16x125 estériles con tapa de rosca.

7) Colocar los tubos en un angulo de 10 ° hasta que el agar solidifique.

8) Inmediatamente transferir los tubos dentro

9) Etiquetar los tubos con la fecha de su preparacion (expira 3 semanas

después de su fecha de preparacion).

10)Almacenar a 10°C
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Fase liquida

Cloruro de sodio 4.5¢g
Agua bidestilada 500 ml
1) Esterilizar en autoclave a 121°C
2) Dispensar asépticamente 4 ml dentro de tubos estériles de 16x125 mm.
3) Etiquetar como solucion salina 0.9 % con la fecha de preparacion y la
fecha de caducidad la cual serd 3 semanas después de su preparacion.

4) Almacenar a 4°C

Medio 4N para tripanosoma

Agar base
Agar sangre Oxoid base N° 2 409
Agua destilada 1000 ml

1) Mezclar el agar y el agua, disolver por autoclave o al vapor.

2) Dispensar el agar liquido en alicuotas de 5ml dentro de tubos con tapa
de rosca de 30 ml.

3) Esterilizar en autoclave si fuese necesario.

4) Cuando el medio se haya enfriado a 45 °C, agregar asépticamente
aproximadamente 1 ml de sangre fresca de conejo a cada tubo y dejar

solidificar el agar de forma inclinada.
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Fase liquida para el medio 4N
1) Agregar 1ml de la solucién de Locke en cada tubo que contiene 5 ml de
agar.
2) Incubar a 37 °C de 12 a 24 horas para verificar su esterilidad.

3) Almacenar los tubos a 4 °C por 24 horas o mas antes de su uso.

Solucién de Locke

NacCl 8.0g
KCI 029
CaC|2 0.2 g
KH.PO,4 0.3g
Dextrosa 25¢
Agua destilada 1000 ml

Medio LIT de Yaeger

Infusién de higado 35¢
Tryptosa 05¢
Cloruro de sodio 4049
Cloruro de potasio 049
Fosfato de sodio dibasico 8.0g
Glucosa 20g
Hemina (solucion stock) 4.0 ml
Agua bidestilada 1000 ml

1) Agregar todos los ingredientes al agua destilada y mezclar bien con un
agitador magnético hasta disolver. Calentar si fuera necesario para
disolver todos los ingredientes.

2) Utilizar un filtro Whatman # 42 y colocar en un embudo de Bichner,

filtrar por vacio, repetir esta filtracidon por mas de una vez.



3) Ajustar a pH de 7.2 con NaOH 1N o HCI 1N.

4) Esterilizar por filtracion a través de un filtro de membrana de 0.22um.

5) Dispensar 4.5 ml dentro de cada tubo.

6) Etiquetar como medio LIT, asi como su fecha de preparacion y fecha de

caducidad de un mes.

Solucién Stock de Hemina

Hemina 100 mg
Trietanolamina 10 ml
Agua bidestilada estéril 10 mi

1) Mezcla la trietanolamina con el agua, agregar la mezcla a un tubo que
contenga hemina, agitar bien y dejar disolver.

2) Para completar el medio, so6lo antes de la inoculacion, agregar 0.5 ml de
suero bovino fetal inactivado y 0.25 ml de solucién con antibiético. La
concentracion final de los antibidticos es de 100 U de penicilina por ml,

100 pg de estreptomicina por mly 0.2 ug de fungizona por ml.

Solucién stock de antibioticos

Penicilina G sodica 1, 000,000 U
Sulfato de estreptomicina 1, 000,000 ug
Fungizona 2000 pg
Agua bidestilada estéril 50 ml
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1) Mezclar todos los componentes uniformemente, la concentracion de la

solucién stock es:

Penicilina 20, 000 U/ml
Estreptomicina 20, 000 pg/ml
Fungizona 40 pg/mi

2) Dispensar 1 ml de la mezcla de antibioticos dentro de viales o crioviales
estériles con tapa de rosca.

3) Etiquetar como solucion de antibidticos con fecha de preparacion y fecha
de caducidad de un afio después de preparado.

4) Almacenar a -20 °C en criocajas.

Cultivo axénico

1) Remover los tubos almacenados a 4 °C que contienen medio de cultivo,
agregar suero bovino fetal y antibiéticos si son requeridos e incubar de
20 a 23 °C de una a dos horas.

2) Inocular el espécimen (aspirado, muestra de sangre) dentro de los tubos
de cultivo.

3) Agregar 0.5 ml de fase liguida (solucion salina u otra fase liquida
dependiendo del medio). Los organismos pueden crecer en el fluido
condensado cubriendo asi la fase sélida.

4) Incubar los tubos de 20-24 °C

5) Cada tercer dia, remover una gota del medio y examinar al microscopio.

6) Si se observan los epimastigotes, inocular un par de gotas del medio
dentro de tubos de cultivo fresco. Agregar un par de gotas de solucion
salina 0.85% o solucion para cubrir (dependiendo del medio de cultivo

empleado) en el tubo anterior.
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7) Si existe contaminacion, agregar antibioticos (que contenga 200U de
penicilina/ml y 200 pg de estreptomicina/ml). Los parasitos no proliferan
si la contaminacion bacteriana esta presente.

8) Incubar los tubos que contienen el espécimen por al menos dos
semanas a 28 °C o a temperatura ambiente.

9) Si ningun organismo es observado después de 2 semanas de
incubacion, examinar varias gotas de fluido al microscopio en busca de
epimastigotes, si no se encuentra se cambia la fase liquida y se revisa

por otros siete dias mas.
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Discusion

En el presente trabajo se propuso la eleccion de los medios de cultivo mas
apropiados para poder llevar a cabo la creacién de un cepario de parésitos
protozoarios, realizandose la comparacion entre diversos medios de cultivo

seleccionados.

Algunos parasitos pueden ser cultivados exitosamente y muchas de las
técnicas se emplean sélo con propésitos de investigacibn o de ensefanza,
pocos parasitos pueden ser cultivados rutinariamente y solo los procedimientos
de uso general son para el aislamiento de Entamoeba histolytica, Giardia
intestinalis, Trichomonas vaginalis y Trypanosoma cruzi usualmente

disponibles en instancias especiales.

Una variedad de medios de cultivo para E. histolytica fueron considerados y
comparados, el medio LE es un medio difasico, siendo un medio para el
aislamiento primario de las especies de Entamoeba, asimismo es uno de los
medios con el cual se obtiene excelentes resultados para inducir el

enquistamiento.

El medio Robinson se ha utilizado para el aislamiento de amebas entéricas,
pero es un medio complejo y de no muy facil elaboracion.

El medio TYSGM-9 es un medio monofésico y liquido elaborado inicialmente
para la transicion de E. histolytica de condiciones xénicas a condiciones
axénicas, es un medio valioso para la iniciacion y mantenimiento de E.
histolytica, E. coli, E. gingivalis y Diantamoeba fragilis, utilizado para el

aislamiento, asi como el de generar grandes cantidades de amebas de cultivos
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establecidos. Ademas puede ser utilizado para el cultivo de otras especies de
Entamoeba y Endolimax nana. La preparacién del medio se realiza en pocas
horas, los ingredientes utilizados se encuentran facilmente disponibles y se
puede almacenar por mas de un mes. El rendimiento es consistentemente
mejor que los obtenidos con LES (Boeck & Drbohlav) e igual o mejor que el
obtenido con el de infusién de yema de huevo.

YI-S es un medio que fue desarrollado como una alternativa para el medio TYI-
S-33, la férmula para el medio YI-S es casi idéntica a la del medio TYI-S-33
exceptuando que la peptona digerida de caseina es reemplazada por extracto

de levadura, y dando buenos resultados en el mantenimiento de los cultivos.

El medio TYI-S-33 es el medio mas utilizado actualmente para el cultivo
axénico de E. histolytica, no so6lo por apoyar el crecimiento si no por ser el

estandar de oro para comprobar la eficacia de los medios de cultivo.

Tomando en cuenta las ventajas y desventajas de cada medio de cultivo, los
medios a utilizar en el laboratorio son el medio LE debido a su faclil
preparacion, es un medio con el cual obtenemos el aislamiento primario,
ademas de ser el medio de eleccién para inducir el enquistamiento y otro
medio considerado es el TYI-S-33 por ser uno de los mas utilizados para el
cultivo axénico, ademas de utilizarse para lograr aislamientos con fines
diagnésticos se ha empleado con buenos resultados para realizar ensayos in
vitro de susceptibilidad a diversas drogas, cubriendo con estos la obtencion de

quistes y trofozoitos.
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De los medios presentados para el aislamiento y mantenimiento de Giardia
intestinalis, el medio YI-S apoya al crecimiento de Giardia adaptandose bien a
éste, pero no ha sido probado para iniciar la axenizacion. La capsula de Beal
es una técnica muy sencilla, la cual permite la obtencién directa de trofozoitos y
con ello el cultivo axénico de G. intestinalis ademas de que puede servir como
un método de diagndstico rapido y para poder realizar el aislamiento se
requiere de un medio de cultivo siendo el mas utilizado el medio TYI-S-33.

Por los resultados mostrados en la mayoria de los ensayos reportados este
medio seria el mas adecuado no sélo para llevar a cabo el aislamiento y
mantenimiento de Giardia intestinalis si no también para llevarse a cabo el
enquistamiento y desenquistamiento con ciertos cambios en el medio de

cultivo, adecuandolo a nuestras posibilidades.

En cuanto a los medios propuestos para el aislamiento de Trichomonas
vaginalis el medio YI-S ha demostrado establecer un buen crecimiento, sin
embargo no ha sido probado para iniciar cultivos axénicos, el medio TB1
ademas de ser un medio facilmente disponible y econdmico, da buenos
resultados tanto para el aislamiento como para el establecimiento de cultivos in
vitro de Trichomonas vaginalis, pero so6lo siendo comparado con uno de los
medios mas utilizados (medio TYM) y no realizandose la comparacion con el
medio estandar TYI-S-33, los mas utilizados por su eficacia son el medio TYM
y TYI-S-33, optando por la utilizacion de éste ultimo por ser un medio de
referencia, ademas de ser un medio casi idéntico para el aislamiento de

Entamoeba histolytica y Giardia intestinalis con ligeras modificaciones.
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En el caso del hemoflagelado Trypanosoma cruzi el medio NNN es uno de los
medios mas utilizados y el mas conveniente, ademas de ser un medio de facil
preparacion y con la utilizacion de pocos ingredientes, podemos recuperar al

parasito.
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Conclusiones

Aunque los protozoarios parasitos es un grupo diverso de organismos, algunos
medios pueden ser utilizados para diferentes géneros de protozoarios. Por
ejemplo el medio TYI-S-33, el cual puede ser un buen inicio para trabajar, por

ser un medio que demuestra buenos resultados.

Con la revision y analisis de los medios de cultivo, logramos comprobar que es
posible la creacion de un cepario de Parasitos protozoarios en la facultad. El
material necesario para su elaboracion es accesible y la preparacion no

requiere un excesivo cuidado.

Una vez seleccionados los medios de cultivo adecuados, la siguiente etapa es
la preparacion y el aislamiento de los protozoarios. Una vez establecido
permitiria contar con material bioldégico necesario para el aprendizaje de la
materia con aplicacion clinica, ademas de apoyar a otras materias de formacion
basica. El contar con este tipo de material nos permitiria también tener una
visibn mas amplia acerca de estos protozoarios parasitos, de sus
requerimientos, diferencias morfolégicas, su ciclo de vida y sobre todo

podremos desarrollar deferentes trabajos en apoyo a la comunidad estudiantil.

61



Referencias bibliograficas

! Chester Beaver, P.; Clifton Jung, R.; Wayne Cupp, E. 1986. Parasitologia clinica, Edit. Salvat,
Segunda ed.

> Koneman W. E., Winn, C. W., Allen, D. S., Janda, W. M., Procop, W. G., Schreckenberger, C. P.,
Woods, L.G. 2008. Diagndstico microbiologico, Texto y Atlas en color. Edit. Panamericana, Sexta ed.

3 Govinda S. Visvesvara and Lynne S. Garcia. 2002. Guest commentary, Culture of protozoan parasites.
Clin Microbiol rev. vol.15, N°.3:327-328
* C.Graham Clark and Louis S. Diamond. 2002. Methods for Cultivation of Luminal Parasitic Protists of

Clinical Importance. Clin Microbiol Rev. 15: 329-341

? Flisser Steinbruch A y Pérez Tamayo R. 2006. Aprendizaje de la parasitologia basado en problemas.
Editores de textos Mexicanos. p322

® Mehmet Tanyuksel and William A. Petri, Jr. 2003. Laboratory Diagnosis of amebiasis. Clin Microbiol
Rev. 16:713-729.

7 Dobell, C., and P,P, Laidlaw. 1926. On the Cultivation of Entamoeba histolytica and some other
entozoic amoebae. Parasitology 18:283-318

¥ Balamuth.W. 1946, Improved egg yolk medium for cultivation of Entamoeba histolytica and other
intestinal protozoa. Am. J. Clin. Pathol. 16:380-384

? Jones, W. R. 1946.The Experimental Infection of rats with Entamoeba histolytica; with a method for
evaluating the anti-amoebic properties of new compounds. Ann. Trop. Med. Parasitol. 40:130-140

' Diamond, L, S. 1982. A new liquid medium for xenic cultivation of Entamoeba histolytica and other
lumen dwelling protozoa . J. Parasitol. 68:958-959

" Cleveland , L. R, and E. P: Sanders. 1930. The production of bacteria-free amoebic abscesses in the
liver of cats and observations on the amoebae in various media with and without bacteria. Science.
77:149-151

'* Reeves , R. E., H. E. Meleney, and W. W. Frye. 1957. A modified Shaffer-Frye technique for the
cultivation of Entamoeba histolytica and some observations on its carbohydrate requirements. Am. J.
Hyg. 66:56-62

" Diamond, L. S. 1961. Axenic cultivation of Entamoeba histolytica. Science. 134:336-337

'* Diamond, L. S. 1968. Techniques of axenic cultivation of Entamoeba hystolitica Schaudinn. 1903 and

Entamoeba hystolitica-like amebae. J. Parasitol. 54:1047-1056

' Diamond, L. S., D. R. Harlow, and C. C. Cunnick. 1978. A new medium for the axenic cultivation of
Entamoeba histolytica and other Entamoeba. Trans. R.Soc.Trop. Med. Hyg. 72:431-432

18 Diamond, L. S., C. G. Clark, and C. C. Cunnick. 1995. YI-S, a casein-free medium for axenic
cultivation of Entamoeba histolytica, related Entamoeba, Giardia Intestinalis and Trichomonas vaginalis.
J. Eukaryot. Microbiol. 42:277-278

' Meyer, E. A., Giardiasis. 1980. Amer. J. Epidemiol. 111:1.

'8 Craft, J. C. Giardia and Giardiasis in childhood. 1982. Pediat. Infect. Dis..1:196.

62



1 Cedillo-Rivera, R., Enciso-Moreno, J. A., Martinez — Palomo, A., Ortega- Pierres, G. 1991. Isolation
and axenization of Giardia lamblia isolates from symptomatic and asymptomatic patients in México.
22:79-85

2 Gillin, F. D., S. E. Boucher, S. S. Rossi, and D. S. Reiner. 1989. Giardia lamblia: the roles of bile,
lactic acid, and pH in the completion of the life cycle in vitro. Exp. Parasitol. 69: 164-174.

2! Meyer, E. A. 1970. Isolation and axenic cultivation of Giardia trophozoites from the rabbit and
chinchilla. Nature (London) 207: 1417-1418.

* Meyer, E. A. 1976. Giardia lamblia: isolation and axenic cultivation. Exp. Parasitol. 39: 101-105.

¥ Visvesvara, G. S. 1980. Axenic growth of Giardia lamblia in Diamond s TPS-1 medium. Trans. R.
Soc. Trop. Med. Hyg. 74: 213-215.

* Keister, D. B. 1983. Axenic cultivation of Giardia lamblia in TYI-S-33 medium supplemented with
bile. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 77:487-488

7 Stanley, H. Korman, Edna Hais, and Dan T. Spira. 1990. Routine in vitro cultivation of Giardia lamblia
by using the string test. J. Clin. Microbiol. 28: 368-369.

% Limoncu, M. E., Kilimcioglu, A. A., Kurt, ., Ostan, I., Ozkiitiik, N., Ozbilgin, A. 2007. Two novel
serum-free media for the culture of Trichomonas vaginalis. Parasitol. Res. 100:599-602.

*7 Castro-Garza J., Anaya-Velazquez F.,Said-Fernandez S.,Gonzélez-Garza M. 1996. Comparable growth
of a Trichomonas vaginalis strain in PEHPS and TYI-S-33 media. Archives of Medical Research. 27:567-
569.

* Trussel, R. E. 1940. Experimental and clinical Trichomonas vaginitis. J. lowa State Med. Soc. 30: 66-
70.

® Diamond, L. S. 1957. The establishment of various trichomonads of animals and man in axenic
cultures. J. Parasitol. 43: 488-490.

* Diamond, L. S. 1983. Lumen dwelling protozoa: Entamoeba, Trichomonads, and Giardia, p. 67-109. In
J. B. Jensen (ed.), in vitro cultivation of protozoan parasites, CRC Press, Boca Raton, Fla.

*! Hollander, D. H. 1976. Colonial morphology of Trichomonas vaginalis in agar. J. Parasitol. 62:826-828

32 Flisser Steinbruch A y Pérez Tamayo R. 2006. Aprendizaje de la parasitologia basado en problemas.
Editores de textos Mexicanos. p 412.

= Zaidenberg, A., Tournier, H. A., Schinella, G. R., Buschiazzo, H. O. 2000. Trypanosoma cruzi:
Obtencion de amastigotes extracelulares y estudio de su crecimiento en diferentes condiciones de cultivo.
Revista Latinoamericana de Microbiologia. 42:21-26

* de Souza, W. 1984. Cell Biology of Tripanosoma cruzi. Int. Rev. Cytol. 86:197-283.

» Vega S, Naguira C. Manual de procedimientos de laboratorio para el diagnéstico de la
trypanomomiosis americana (Enfermedad de Chagas). 2* ed. Lima: instituto nacional de salud; 2006.
Serie de normas técnicas N° 26.

36 Saldafia, C. C., Cordova, P. O., Vargas, V. F. 2006. Utilizacion de Lepidium peruvianum MACA, como
medio de cultivo para el crecimiento de Trypanosoma cruzi. Rev Peru Med Exp Salud Publica. 23(2):
137-140.

%7 Tay-Zavala J, Lara-Aguilera R, Velasco-Castrejon O, Gutierrez-Quiroz M. 2002. Parasitologia médica.
ppl123-124,

63



3% Schuster, F. L., and Sullivan, J. J. 2002. Cultivation of clinically significant hemoflagellates. Am. Soc.
Microbiol. 15: 374-389.

64



	Texto

