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Resumen

Para el cultivo de amiba se utilizan diversos medios que emplean antibi6ticos para controlar
el crecimiento bacteriano. El Imipenem, antibi6tico betalactamico, acttia sobre la mayoria de los
gérmenes presentes como flora fecal. Se optimiz6 el cultivo de Entamoeba histolytica/dispar
(EH/ED) utilizando Imipenem, comprobar la viabilidad de la amiba con este antibio6tico y extraer
el ADN amibiano para tipificacion. Se inocularon 22 tubos con el medio de Boeck y Drbohlav con
1 g de heces positivas para EH/ED, a 12 de ellos se agreg6 200 uL de Imipenem (25 mg/mlL) al ini-
cioy 50 uL diarios y a los 10 restantes 150 uL. de una combinacién de Penicilina, Amikacina y Eri-
tromicina (50 pL de cada uno). Se verifico el crecimiento y viabilidad parasitaria mediante tincion
con eosina al 1% y contaje en camara de Neubawer a las 24, 48, 72 horas y 7mo dia, con resiem-
bray lecturas en iguales intervalos. Se extrajo el ADN mediante Kit Wizar SV Genomic de Prome-
ga® y se amplificé con iniciadores genéricos. Se obtuvo una diferencia significativa entre el nu-
mero de parasitos vivos de los cultivos con Imipenem = 6,6x10° 11x10° 17x10°y 21x10° vs. la
combinacion de Penicilina, Amikacina y Eritromicina = 1x10°, 2,8 x10°, 3,3x10°y 3,3x10° a las
24, 48, 72 horasy 7° dia respectivamente (p < 0,05). Se realizo la extraccion del ADN y se amplifi-
co con iniciadores genéricos obteniendo una banda de 1076pb. El uso de Imipenem para el culti-
vo de EH/ED permite obtener un crecimiento 6ptimo, mantener la viabilidad del mismo por tiem-
po prolongado, y la obtencion de ADN amibiano de 6ptima calidad para su uso en biologia mole-
cular, evitando el uso de combinaciones de antibi6ticos.

Palabras clave: ADN; cultivo; Entamoeba dispar; Entamoeba histolytica; Imipenem.

* Autor para la correspondencia. E-mail: rmavila@cantv.net

Scientific Journal from the Experimental Faculty of Sciences,
at La Universidad del Zulia Volume 14 N° 2, April-June 2006



170 Optimizacion del cultivo de entamoeba histolyticaldispar

Entamoeba histolytica/dispar culture optimization
using Imipenem

Abstract

Antibiotics are used to control bacterial growth when amoeba cultures are under study.
Imipenem is a betalactamic antibiotic acting on the majority of faecal flora. To optimize culture
of EH/ED by using Imipenem, to test its efficiency in amoeba’s survival, and to extract the
amoeba’s DNA for tipification. 22 tubes containing Boek and Drbohav media were inoculated
with 1 g of human faeces positive for EH/ED; 12 of ther with 200 pL of Imipenem (25 mg/mlL) at
the beginning and then a daily dose of 50 pL and 10 tubes with or 150 uL of a mixture of Penici-
1lin, Amikacin and Erythromycin(50 pL of each one) daily. Staining with 1% eosin and counting
on a Newbawer chamber at 24, 48, 72 hours and 7" day were performed to check growing and
viability of the parasites, followed and then by repeated incubation and lectures at equal inter-
vals. DNA was extracted using a Wizar SV Genomic kit (Promega®) and amplified with generic
primers. There was a significative difference between the number of live parasites in Imipe-
nem-treated cultures= 6.6x10° 11x10°, 17x10°and 21x10°, and the combination of Penicillin,
Amikacine and Erythromycin = 1x10° 2.8 x10°, 3.3x10°and 3.3x10° at 24, 48, 72 hours and 7"
day respectively (p < 0.05). In addition, a DNA extraction was performed and amplified with ge-
neric primers and a band of 1076pb was obtained. Imipenem in EH/ED cultures leads to an op-
timal grow and allows to keep its viability for a long time, in addition to the isolation of high qua-
lity DNA to be used in molecular biology, avoiding the use of antibiotics combinations.

Key words: DNA; cell culture; Entamoeba dispar; Entamoeba histolytica; imipenem.

Introduccién nicos intestinales en un 80% a 98% de los casos y
del 2 al 20% extraintestinales, ocasionando una
mortalidad que oscila entre 40.000 y 110.000 ca-
sos por afio (5, 6). Los datos epidemioldgicos de
la amibiasis en muchas regiones no distinguen
entre las dos especies, por lo que la prevalencia e
incidencia debe reevaluarse y estar basada en
métodos que permitan distinguir entrela EH y la
ED, tales como antigenos, andlisis isoenzimati-

La amibiasis como enfermedad ha existido,
con toda probabilidad, desde que el hombre em-
pezé a poblar la corteza terrestre (1). Es ocasiona-
da por protozoarios que pertenecen al Phylum
Rhizopoda; Familia Endamoebidae, en la que estan
implicados los géneros Entamoeba histolytica
(E.H) y Entamoeba dispar (E.D). En 1993, Dia-

mond y Clark establecieron la existencia de éstas
dos especies, indistinguibles morfolégicamente,
pero con diferencias inmunolégicas, bioquimi-
casy genéticas (2-4). Parasitan toda clase de ver-
tebrados y viven como comensales en el intestino
grueso, sin embargo, E.H puede llegar a invadir
la mucosa intestinal produciendo ulceraciones y
tener localizaciones extraintestinales. ED es des-
crita como no patogena (2, 3).

Anualmente en el mundo, se infectan con
este parasito, alrededor de 500 millones de per-
sonas, 10% de las cuales presentan sintomas cli-

cos o de ADN por la técnica de reacciéon en cade-
na de la polimerasa (PCR) (2).

El descubridor del agente etiolégico de la
amibiasis fue Fedor A. Losch en San Petersbur-
g0, 1875, quien demostré que la diarrea disenté-
rica en un campesino de 24 afios era producida
por unos microorganismos moéviles que posefan
endo y ectoplasma y contenian glébulos rojos (2).
La E.H se cultivé por primera vez en 1925 por
Boeck y Drbohlav (7). El cultivo se efectu6 en
presencia de flora entérica humana de composi-
cién desconocida (cultivo xénico) en un medio
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artificial con base en huevo. Con este tipo de cul-
tivo, Craig en 1927 prepar6 un antigeno para fija-
cion del complemento. En esa misma fecha, se
describen diferentes medios de los cuales se re-
comendaron dos difasicos que consistian en un
declive de huevo entero condensado cubierto
con solucién de Locke (LES) o albumina de hue-
vofresco (LEA). Enestos cultivos el desarrollo de
las amibas se logré en presencia de la flora fecal
que acompanaba al parésito. Cinco afios después
de este evento transcendental se registro el culti-
vo de amibas en presencia de una sola especie
identificada de bacterias (cultivo monoxénico)
(1,2), usualmente E. coli.

Dobell y Laidlaw (8) introdujeron diferen-
tes medios de cultivo para EH, siendo su contri-
bucién mas importante la incorporacién de fécu-
la de arroz en el medio como una fuente de car-
bohidratos. La fécula de arroz se agrega a todos
los medios actuales que se usan para el cultivo
xénico de la amibas. Dicha fécula, a diferencia de
los carbohidratos solubles, no puede ser metabo-
lizada por las bacterias tan facilmente como por
las amibas. Robinson (9) cre6 un medio difasico
basado en el de Dobell y Laidlaw, que ha obteni-
do gran popularidad como una fuente de Enta-
moeba para estudios isoenzimaéticos.

Dobell (10) también descubrié la necesidad
de equilibrar el crecimiento de las bacterias res-
pecto a las amibas; con este propésito introdujo
el uso de acriflavina para inhibirlas. El uso pre-
coz de antibiético para controlar el crecimiento
fue reportado por Jacobs (11), quién utilizé Peni-
cilina G, intentando eliminar las bacterias y pro-
longar la duracién de los cultivos. La penicilina
no tiene actividad contra muchas de las bacterias
colénicas gram negativas, amibas, plasmodios,
rickettsias, hongos, o virus. En base a esto, Spin-
garn y Edelman (12) adicionaron Estreptomici-
na, pero ella sola resulté no ser activa y debi6
combinarse con un compuesto activo sobre la pa-
red bacteriana, como Penicilina o Vancomicina.

Treinta y seis afios después del primer cul-
tivo exitoso de E.H, Diamond (13), en 1961 des-
cribié su desarrollo en ausencia de cualquier otra
célula con efectos metabdlicos (cultivo axénico),
el cual ha servido entre otros muchos usos, para

preparar antigenos con alto grado de pureza
para diversas reacciones seroldgicas. (2). ED cre-
ce facilmente en medio xénico, pero su cultivo en
medio axénico ha sido dificil de lograr (14).

Los cultivos axénicos de E.H se han iniciado
con amibas de cultivo monoxénicos. Estos, a su
vez, salvo raras excepciones, (13, 15, 16) se han de-
rivados de cultivos xénicos preexistentes. Para lo-
grarlo, se necesitan varios meses, hasta un afio y
mas después del aislamiento de la amibas obteni-
da del hospedero. Por lo tanto, el ntimero de gene-
raciones resultantes entre los dos puntos puede
ser enorme, considerando un tiempo de genera-
cion de seis a ocho horas, lo que permite amplia-
mente la posibilidad de que ocurra selecciéony /o
mutacién. Se deduce, entonces, que se debe redu-
cir este intervalo si se desea conservar las cualida-
des presentadas enla poblacién genuina en el mo-
mento de aislarla del hospedador (1).

Todos los medios mencionados han sido di-
fasicos. También se han inventado medios mono-
fasicos y mientras los difasicos constituyen el me-
jor método para el aislamiento de E.-H/ED, los
primeros producen mayor niimero de amibas que
los segundos. Dos de los medios monofasicos que
contienen antibiéticos y que se usan ampliamente
son el YE, desarrollado por Balamuth y Sandza
(posteriormente modificado por Balamuth) (17),
y el TYSGM-9 ideado por Diamond (18), el cual
utiliza una mezcla de Amikacina, Cefotaxima y
Eritromicina para reducir la flora bacteriana y lo-
grar desarrollar los medios axénicos.

Debido a que los métodos tradicionales de
cultivo de Entamoebas ameritan combinaciones
de antibidticos para inhibir la multiplicacion
bacteriana, se decidi6 evaluar la adicién alos cul-
tivos del antibiético Imipenem, betalactamico
del grupo carbapenem con accion excelente in vi-
tro contra diversos microorganismos propios de
la flora bacteriana coldnica, incluyendo aerobios
y anaerobios como Estreptococos, Enterococos
(Excluido E. faecium y las cepas resistentes a peni-
cilina que no producen $-Lactamasa), Estafiloco-
cos (incluidas las cepas que generan penicilina-
sa), Listeria, enterobacteriaceas (excelente activi-
dad) Pseudomonas, Acinetobacter y B. fragilis (19),
bajo la hipétesis de que la presencia del mismo
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permitira la optimizacion de dichos métodos,
comprobar la viabilidad de la amiba con este an-
tibiotico y la obtencién de ADN para confirma-
cién del género de amiba mediante PCR.

Materiales y Métodos

Para cultivar los trofozoitos y/o quistes de
EH/ED se utilizaron muestras de heces positivas
al microscopio 6ptico por tinciéon con lugol obte-
nidas de diversos laboratorios de la ciudad de
Maracaibo. Se prepararon 22 tubos con el medio
de Boeck y Drbohlav modificado (2). A doce de
ellos se les agreg6é 200 pL de Imipenem
(25mg/mL) al inicio seguido de 50 pL diarios. En
los diez restantes se agregaron 150 pL diarios de
una combinacién de Penicilina cristalina
(200.000 unidades/mL), Amikacina (250
mg/mL) y Eritromicina (50mg/mL) (50 pL de
cada uno).

La siembra de la materia fecal se realiz6 en
el liquido sobrenadante, colocando 0,5 mL si la
muestra era liquida o semiliquida y 1gr si era so-
lida. No se realizé un contaje de los parasitos en
estos indculos. Se incubaron los tubos a 37°C y se
observaron al microscopio éptico a las 24, 48, 72
horas y al 7mo dia. Para la observacién al micros-
copio 6ptico se tomo 1 gota del tubo de cultivo,
previo enfriamiento de sus paredes sumergién-
dolo en un vaso de agua fria (para separar las
amibas de las paredes del tubo) y agitaciéon suave
y se observé a 40X (Figura 1). Se verificé el creci-
miento y viabilidad parasitaria en todos los tu-
bos mediante tinciéon con eosina al 1% y observa-
cion en camara de Neubawer, simultdneamente
con el contaje del nimero de parésitos (Figura 2)
separandolos en trofozoitos o quistes. El sedi-
mento obtenido el dia 7mo se utiliz6 para la re-
siembra, conla finalidad de aumentar la posibili-
dad de obtener un cultivo positivo, cuando no
hubo crecimiento inicial y para mantener la cepa.

En el analisis molecular, se tomé una mues-
tra del sobrenadante de los tubos del 7mo dia de
la siembra original o a las 48 horas en la resiem-
bra; luego del enfriamiento y agitacion del tubo,
centrifugacion y separacion del botéon formado
por trofozoitos/quistes, para luego realizar la
extracciéon de ADN mediante Kit de extraccion

Wizar SV Genomic DNA de Promega® segtnsu
protocolo por centrifugacién. La extraccion se
hizo en unos 20 minutos, pudiéndose procesar
multiples muestras simultdneamente. Luego de
la extracciéon, el ADN se mantuvo en refrigera-
cion a - 20°C hasta su andlisis por PCR.

La amplificacién del ADN se realiz6 con
iniciadores disefiados por Evangelopoulos y col.
(20) , basados en la secuencia SSU-rDNA deposi-
tada en la base de datos genéticos (Genbank da-
tabase): numero de acceso gi 9283/emb X56991
(longitud de 1947 pb) para EH y ntimero de acce-
so gi 1212896/emb 749256 (longitud 1947 pb)
para ED, denominados E1 (TGC TGT GAT TAA
AACGCT)yE2(TTAACTATRTTCA ATCTCG
G) que amplifica un fragmento de 1076 pb que es
comun para ambas especies. La posibilidad de
hibridacién cruzada con ADN de otras fuentes es
poco probable, puesto que han sido comparadas
con otras secuencias con el programa BLAST.
Posterior a la obtencion del ADN y su amplifica-
cién segun el protocolo del mismo autor, se efec-
tud la electroforesis en gel de agarosa con una
concentracion del 2% en TAE 1X con bromuro de
etidio (0.5 uL / mL SIGMA), corriendo paralela-
mente un marcador de peso molecular 1000 pb
step ladder para determinar asi el tamafio de los
fragmentos de ADN. Se aplicé una corriente de
80 V por 90 minutos y se colocé en el transilumi-
nador en presencia de luz UV.

El contaje diario de los parasitos de los tu-
bos utilizando los diferentes antibidticos fue
analizado mediante el test de Mann Whitney y
analisis de varianza segtn el caso y se considerd
significativa una p<0.05.

Resultados

Todos los tubos de cultivo sembrados de-
mostraron crecimiento, es decir un 100% , siendo
el nimero promedio de parasitos vivos (trofo-
zoitos) de los cultivos con Imipenem = 6.6x10¢,
11x106, 17x10° y 21x10°¢ y de la combinacién de
Penicilina, Amikacina y Eritromicina = 1x10¢,
2.8x106, 3.3 x10¢y 3.3 x10¢ a las 24, 48, 72 horas y
7° dia respectivamente (p < 0,05) (Figura 3). Los
cultivos de resiembra del grupo de Imipenem
demostraron un crecimiento de 23x10¢, 28x10¢,
38.5x100y 45x10°alas 24,48, 72 horas y 7° dia. No
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Figura 1. Fotografiailustrativa del cultivo De EH/ED con Imipenem alas 24 y 48 horas respectivamente
en el medio de Boeck y Drbohlav modificado. Muestra al fresco. Aumento 40X.

Figura 2. Fotografia ilustrativa de contaje en
camara de Neubawer, tefiidos con
eosina al 1%. Aumento 40X.

se realiz6 resiembra de los cultivos con combina-
cién de antibiéticos. Se observé un menor nime-
ro de quistes en las muestras tratadas con Imipe-
nem=2.3x106, 2.5x10¢, 1.1x10¢y 2x109vs. 2.4x106,
2.7x106,4.7x100 y 4.5x10¢a las 24, 48, 72 horas y 7°
dia de las muestras tratadas con la combinacién
de antibiéticos, siendo esta diferencia significati-
vaalas 72 horas (p <0,01) y ala semana de culti-
vo (p <0,05) (Figura 4). También se observé una
presencia mucho menor de bacterias en los culti-
vos con Imipenem.

3.0%x107 =
= Imipenen

[Otros
2.0x107 =

1.0x107 *

contaje de trofozoitos
*

24 horas 48 horas 72horas 1 semana

Grupos

Figura 3. Comparacién del crecimiento de
Trofozoitos utilizando Imipenem vs.
otros antibidticos a las 24, 48, 72 horas
y una semana.” = p < 0,05.

De la extraccion y amplificacion del ADN
de todos los tubos se obtuvo una banda de
1076pb en gel de agarosa al 2% (Figura 5).

Discusién
El cultivo in vitro de los protozoos parasitos
generalmente involucra procedimientos comple-
jos, que los hace poco practicos para el uso rutina-
rio, sin embargo, su importancia radica en la utili-
dad para muchos tipos de investigacion biologica
y médica, que incluyen el diagnéstico en casos

donde el bajo ntiimero de pardsitos no permite su
deteccién por métodos de rutina (14).
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Figura 4. Comparacion de la presencia de
quistes en cultivo con Imipenem y
otros antibidticos a las 24, 48, 72 horas
y unasemana; *=p <0,05; **=p<0,01.

1000pb

Figura 5. ADN amibiano con banda de 1079pb,
en gel de agarosa al 2%. Step-ladder
de 1000pb. Bandas 1 y 2= muestras de
amiba; 3= control negativo.

La reproduccién in vitro de EH/ED permi-
te un mejor entendimiento de sus caracteristicas
biolégicas, patogenicidad y la adaptacién a las
condiciones ambientales. Muchas de las ramas
de investigacién de protozoarios involucran el
manejo de un gran ndmero de parasitos con o sin
bacterias contaminantes o materiales del hospe-
dero. A partir de estos cultivos es posible obtener
informacién sobre su desarrollo y disefiar nue-
vas formas para el combate o erradicaciéon del
mismo (21, 22). Las siguientes son todas razones
por las cuales la optimizacién del cultivo de pro-
tozoarios es sumamente valiosa: a) Contribuir al
diagnoéstico definitivo, aunque no de rutina,
b)Aportar informacién del desarrollo y metabo-

lismo del parasito, c) Obtener antigenos para la
produccion de anticuerpos mono y policlonales
a utilizar en los test inmunolégicos, d)Identificar
proteinas especificas que pueden aumentar la
patogenicidad del parasito, e) Desarrollo de anti-
cuerpos e inmunidad celular, f) Probar nuevos
medicamentos, g) Identificar especies suscepti-
bles y/ o resistentes a los medicamentos disponi-
bles, h)Identificar diferentes especies con técni-
cas de biologia molecular, i) Produccién de vacu-
nas, j) Sistemas para evaluar vacunas, con parasi-
tos intactos, k)Obtencién de indculos de parési-
tos para desarrollo de modelos de enfermedad, 1)
Estudiar la bioquimica, fisiologia y metabolismo
de los parasitos para determinar sus requeri-
mientos nutricionales, m) Comprender su orga-
nizacién ultraestructural, n) Desarrollo de citoci-
nas que puedan bloquear la invasién del parasi-
to, entre otros (21).

EH/ED necesitan establecerse en un cultivo
xénico, sin embargo, para garantizar el éxito del
cultivo y su mantenimiento, es fundamental el
control del desarrollo bacteriano (11). Tradicio-
nalmente se han empleado antibiéticos tipo Peni-
cilina G, Estreptomicina y Eritromicina y para la
axenizacién Rifampicina, Amikacina, Oxitetraci-
clina y Cefotaxima, siempre en combinacién (14).
La mezcla de antibidticos in vitro puede dar lugar
a interacciones de incompatibilidad, mol a mol,
con la consiguiente precipitacion e inactivacion
de los antibidticos presentes en menor concentra-
cién (19). Adicionalmente, la resistencia bacteria-
na actual hace imposible generalizar sobre el tipo
y dosis de antibi6tico necesarios y limita el em-
pleo de los que se han utilizado.

En este trabajo se obtuvo un 100% de éxito
en el crecimiento de los cultivos, comparado con
el reporte de Clark (14), quien menciona un por-
centaje entre 50-70% en la mayoria de los labora-
torios. Se demostré el mejor desarrollo en térmi-
nos de nimero de parésitos (trofozoitos) y en
tiempo de viabilidad del cultivo (dias) utilizando
Imipenem en lugar de una combinacion de anti-
bidticos. El analisis de comparacién demostré una
diferencia significativa en la tasa de crecimiento
de los trofozoitos en los cultivos con Imipenem
(Figura 3). Adicionalmente, en los cultivos donde
se utiliz6 la combinacién de antibiéticos = Penici-
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lina G, Amikacina y Eritromicina, se observé ma-
yor nimero de bacterias y quistes y menor ntime-
ro de trofozoitos, asi como menor tiempo de via-
bilidad del mismo (Figura 4). Esto corrobora que
un control superior del desarrollo bacteriano per-
mite un mejor crecimiento de la amiba, probable-
mente ante la menor competencia por el sustratoy
demora en el agotamiento del cultivo. Las razones
previamente esgrimidas acerca de incompatibili-
dad y resistencia a antibiéticos pudieran explicar
el déficit en el control de las bacterias que se obtu-
vo en las muestras con combinaciones. También
se demuestra la falta de efecto lesivo del Imipe-
nem sobre el trofozoito.

Por otro lado, se ha determinado que para
que la amiba se enquiste en medio de cultivo, es
necesaria la presencia de bacterias (14). Los re-
sultados de este estudio sugieren que el escaso
control del crecimiento bacteriano favorece el en-
quistamiento o la permanencia de la amiba en
este estado, particularmente luego de varios
dias. El enquistamiento es un proceso que se pro-
duce en forma natural para garantizar una ma-
yor resistencia ante las condiciones ambientales
menos favorables, lo que probablemente ocurrié
en las muestras en que se utilizaron varios anti-
bidticos.

Adicionalmente, tomando en considera-
cion la importancia de lograr la axenizacién de
los cultivos para muchas de las investigaciones
en este campo y las limitaciones de los procedi-
mientos tradicionales (largo periodo de adapta-
cion del parasito y uso de varios de antibidticos
para abarcar el espectro de la flora colénica), el
empleo de Imipenem pudiera permitir alcanzar-
la en un tiempo mas breve.

El estudio del ADN con los iniciadores ge-
néricos permitié verificar que en todos los culti-
vos procesados se logré el crecimiento de
EH/ED (Figura 5), utilizando una técnica de ex-
traccién rapida (20min), lo que pudiera signifi-
car que la misma este disponible en el futuro
para diagnostico de rutina. En estudios posterio-
res a partir de estas muestras de ADN puede de-
terminarse la especie amibiana para establecer la
verdadera prevalencia de ambas especies en
nuestra poblacién.

Conclusiones

El cultivo de EH/ED en presencia de Imi-
penem tiene un alto indice de éxito.

Imipenem carece de efecto amebicida

Imipenem puede ser utilizado para el con-
trol bacteriano en los cultivos de EH/ED y otros
protozoarios.

Un mayor control del crecimiento bacteria-
no permite un mejor desarrollo de trofozoitos.

EH/ED se desarrolla mejor en presencia de
Imipenem que en presencia de combinacion de
antibiéticos Penicilina G, Amikacina y Eritromi-
cina.

Es posible obtener ADN de calidad a partir
de las muestras del cultivo con el Kit de extrac-
cion Wizar SV Genomic DNA de Promega® yen
un futuro pudiera generalizarse su uso como he-
rramienta de investigaciéon y diagnostico.

Recomendaciones

Debido a su utilidad como herramienta de
investigacion, extender el uso de cultivo de pro-
tozoarios en los laboratorios de investigaciéon en
el area.

Insistir en el mantenimiento de los cultivos
hasta lograr la axenizaciéon

Identificar, a partir del ADN amibiano am-
plificado, las diferentes especies de amiba.
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