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Separacién columnar de esporozoitos

de Plasmodium berghei 2P

S.R. Mack', J.B Vanderbergl v R. Nawrot!

La posibilidad de usar cargas superficiales para separar y
concentrar esporozoitos de Plamodium a partir de mos-
quitos, se sugirid en un trabajo previo donde se indicod
que los esporozoitos de P. berghei tenfan menos carga
negativa que cualquier otro componente que se observa-
ba despues de homogeneizar mosquitos Anopheles
stephensi infectados (Miller et al. 1973, J Parasitol 59:
925-927).

En este articulo se informa un procedimiento relativa-
mente simple de una columna de celulosa-DEAE para
separar esporozoitos de P. berghei, a partir de mosquitos
infectados. Esta técnica permite preparar suspensiones
de esporozoitos mas limpias que las que habian side
obtenibles con cualquier método descrito antes.

El tampén usado contenia 8.8 g Tris (hidroximetil) ami-
nometano (Trizma Base, Sigma), b g NaH,PO,4.H, O,
5 g NaCl vy 18 g glucosaflitro H, O con un pH de 8.2 *
0.05 y una potencia idonica de 0.121 (calculada de acuer-
do con Lanham & Godfrey 1970, Exp Parasito]l 28: 521-
554). Después de equilibrar la dietilaminoetil celulosa
microgranular (DE 52, Whatman) con tampon, se prepa-
raron las columnas usando jeringas plasticas desechables,
de 12 ml (diametro interior 16 mm). Con un taladra-cor-
chos se cortd un disco de tul de nylon fino de 16 mm de
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diametro para adaptaric al extremo de salida de la jerin-
ga y dentro de ella se pipeted una suspension espesa de
DE 52 equilibrada para formar una columna de 25 mm,
Luego se lavd por lo menos con 100 ml de tampon desde
un reservorio aproximadamente a 60 cm por encima de
la columna, y se comprimib la celulosa DE 52 hasta una
altura total de ~20 mm. Antes de aplicar la preparacion
de esporozoitos a la columna, se escurrio el tampbn has-
ta que escasamente quedd cubierta la parte superior de
la columna. Para cada experimento se prepard tampon
fresco pues su efectividad decrecia despues de almace-
narlo por varics dias a 4° C. Sin embargo, las columnas
comprimidas con DE 52 equilibrada se prepararon con
anticipacién y se guardaron congeladas (—30°C) sin pér-
dida de eficacia. Las columnas se descartaron después de
un solo empleo.

Los mosquitos Anopheles stephensi infectados con espo-
rozoitos de Plasmodium beghei sc obtuvieron segiin se
describié antes (Vanderberg 1977, Exp Parasitol 42:
169-181). En casi todos los fraccionamientos de esporo-
zoitos se usaron mosquitos infectados totales aunque se
alcanzaron resultados similares con torax aislados totales
gue se probaron a causa de la mayor infectividad y anti-
genicidad de los esporozoitos obtenidos a partir de esta
regidn del cuerpo (Vanderberg 1975, J. Parasitol 61:
43-50; Vanderberg et al. 1972, Proc. Helminthol Soc
Wash 39: 514-525). Para cada columna, ~75 mosquitos
infectados o 150 térax infectados se homogeneizaron
con 6 ml de Medie 199 (M-199) en un homogeneizador
de vidrio. Esta y las siguientes operaciones se efectuaron
en frio. La suspension resultante se centrifugo en una
centrifuga refrigerada modelo PR-2 International a ~100
rpm (3 a 4 g) por 30 segundos para sedimentar las par-
ticulas mayores de restos de los mosquitos y luego la sus-
pension sobrenadante se centrifugd a 25 g durante 5 min
para sedimentar tejidos adicionales de mosquito. Con un
hemocitdmetro se determind la concentracién de esporo-
zoitos en el resto de la suspension sobrenadante. Después
de centrifugar a 700 g durante 20 min ¢l concentrado se
resuspendié en 1 mi de 1:1 M-199-35%0 bovalbiimina
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{(Path-O-Cyte 4, Miles Labs). Esta preincubacién de espo-
rozoitos en albiimina mejord sensiblemente la cosecha de
parasitos. Se eligié una concentracion final de 17.5%o de
albimina porque las concentraciones por debajo de 15%o0
dieron recuperaciones significativamente inferiores. La
preparacién de esporozoitos se dejd permanecer en frio
durante 30 minutos, luego se llevd a temperatura de la
habitacién y se mezcld 1:1 con el tampén columnar tam-
bién a temperatura ambiente. Luego se puso en la parte
superior de la columna y se dejé penetrar por gravedad.
Los esporozoitos se diluyeron a temperatura ambiente y
la solucidén se colectd sobre hielo. Los esporozoitos se
colectaron en los primeros 30 ml de solvente (tasa de
flujo entre 5 y 7 ml/min). Después se compactarcn por
centrifugacién a 700 g durante 20 minutos y luego se
resuspendieron en M-199. La preduccion de esporozoi-
tos se calculd por determinacion del ndmero de parasitos
en ¢l solvente con respecto al namero gque se colocd en la
columna.

La contaminacion bacteriana se determind por procedi-
mientos bacteriologicos convencionales al inocular dilu-
ciones seriadas de las muestras en placas de petri can nu-
triente de agar. De manera similar se buscé la contamina-
cibn micotica mediznte la siembra en placas de petri con
medio Youssef para hongos vy levaduras (Mycogel Labs,
Brooklyn, N.Y.).

Los resultados de 30 experimentos bajo estas condicio-
nes estandarizadas dieron una tasa promedio de recupe-
racién de 42.6%0 de los esporozoitos colocados en la
colurnna (desviacién estandar £ 13%0). Los parasitos que
se recuperaron de la columna eran indistinguibles de los
esporozoitos de la preparacién original en su infectividad
(Vanderberg, 1975, loc. cit.); en su motilidad (Vander-
berg 1974, | Protozool 21: 527-537}; 0 en su antigenici-
dad, segiin se determind por su reactividad CSP (Vander-
berg et al., 1969, Mil Med 134: 1183-1190} y en su ha-
bilidad para producir inmunidad protectora (Nussenzweig
et al, 1972, Am J Trop Med Hyg 21: 712-728). La con-
taminacién bacteriana de los esporozoitos dio un prome-
dio de 44 colonias por pardsite en la preparacion original
y 3.3 colonias por esporozoite cn la preparacién colecta-
da en la columna, una reduccion de mas de 90%. La
contaminacidon por hongos se elimindé completamente
con el paso a través de la columna.

Se obtuvo una cosecha de esporozoitos significativamen-
te aumentada (p<{0.05 en la prueba t de Student) incre-
mentando la potencia idnica del tampén a 0.220 pero
con el mismo pH y la misma osmolaridad del tampén
0.121 estandar {Figura 1). Sin embargo, los esporozoitos
gue se obtuvieron con este buffer de poder idnico alto
estaban tan contaminados con bacterias como los de la
preparacion original. El descenso de la potencia idnica
del tampdn a 0.066 dio como resultado Ia retencion de
practicamente todos los esporozoitos en la columna {Fi-
gura 1).
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Figura 1. Efcctos de la fuerza idnica del tampdn sobre el porcen-
taje de recuperacion de los esporozoitos de P. berghei colectados
con ¢} método de la columna de celulosa —DEAE (promedio de
4 experimentos  error estandar). Todos los tampones se prepa-
raron como sigue, para dar la misma osmolaridad y el mismo pH:
tampén 0.066 preparado con 8.6 g Tris, 5 g NaH,P04.Hy O,
1.4 g NaCl, 36 g glucosaflitro; tampdn (,121 preparado co-
mo en el texto; tampdn 0.220 preparado con 9 g Tris, 4.8 g
NaH,PO,.H,0, 10.8 g NaCl, 9 g glucasaflitro.

Cuando se us6 el tampon estandar de potencia ibnica
0.121, los valores de pH entre 7.8 v 8.4 dieron cosechas
de esporozoitos de 10%o o mas, con una produccién op-
tima en promedio por encima de 40%0 con pH 8.2. Tam-
bién sc ensayd un tampodn glucosa-salina-fosfato disefia-
do originalmente para diluir tripanosomas a partir de
columnas (Lanham, 1968, Nature 218: 1273-1274). La
produccién de esporozoitos fue inferior a la obtenida
con ¢l buffer que contiene Tris en todos los pH ensaya-
dos. Ademas la capacidad estabilizadora limitada del
tampdn de Lanham a pH™>8.0 lo hizo ineficiente en la
separacion de los esporozoitos de P. berghei.

La técnica de columna descrita es 1til en la obtencién de
grandes ntmeros de esporozoitos relativamente limpios
con propésitos experimentales. Se pueden procurar ci-
fras mayores de mosquitos con un aumento proporcional
en el area de la superficie de la columna. Para casi todos
los propdsitos, las columnas preparadas con el tampon
estandar de poder i6nico 0.121, son suficicntes para dar
una produccién satisfactoria de esporozoitos mientras al
mismo tiempo se retiraron virtualmente todos los restos
de los mosquitos v, sino todos, la mayoria de los micro-
organismos contaminantes.
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