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INTRODUCCION 

La diferente patogenicidad de ~ ~ se pone de man! 

fiesta cuando este protozoario se encuentra en pacientes con 

la patología descrita para Giardiasis como son: diarrea cróni 

ca (19), alteraciones en las disacaridasas (321, aplanamiento 

de las criptas en las vellosidades de la mucosa intestinal 

(25), trayendo como consecuencia una mala absorción intesti-

nal repercutiendo en forma importante, si se trata de niños 

en crecimiento y desarrollo (39). 

Sin embargo, también se le encuentra en sujetos asintomlticos 

evocando así una importante relación huésped-parásito. Si su

ponemos que el parásito es el responsable de la sintomatolo-

gía descrita, tendríamos que demostrar diferencias entre las 

cepas de ~ lamblia, tratando de determinar si existe di 

ferente comportamiento del protozoario frente al huésped. De 

ahí el interés en estudiar los antígenos de Giardia lamblia 

tratando de determinar si existen diferencias entre los antí

genos de las distintas cepas atribuyéndole a ello los diferen 

tes niveles de patogenicidad. 

El objetivo de este trabajo fue aislar los antígenos de mem-

brana y somáticos de ~ lamblia, cepa Portland y determ! 

nar la reacción cruzada entre los antígenos aislados y los 

sueros de 40 niños asintomáticos infectados probablemente con 

diferentes cepas de Giardia ~· infiriendo semejanzas an 

tigénicas entre la cepa hospedera y la capa Portland. 



lNFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA 

Lambl, en 1859 describe la morfolog!a de ~ lamblia, co

mo un protozoario que posee nficleos adyacentesypralongacio-

nes que salen del citoplasma conocidas como flagelos 1111. Sin 

embargo, la morfologta de este protozoario ha sido descrita 

ampliamente al microscopio de luz y al microscopio electróni

co (4,25). Se sabe, que posee un disco ventral el cual sirve 

para fijarse a la mucosa intestinal. (11). 

El ciclo vital del protozoario presenta dos fases: la de tro

fozoito y la de quiste. (11). 

De estas, la segunda es la fase infectante, a la que también 

se le atribuye la patologta desarrollada. Esta patologta pue

de ser explicada por las siguientes tres teortas (21): 

1.- Teorta mec!nica.- Explica la falta de absorción intesti-

nal, causada por la adhesión a la mucosa intestinal, por 

una gran cantidad de trofozoitos. 

2.- Teorta del daño a la mucosa.- Determinada por una imagen 

que deja en espejo su disco suctor, causando una irrita-

ción superficial en la mucosa. 

3.- Teorta de la relación huésped-par&sito.- El huésped pare 

ce influir en forma importante, en la patogenicidad de e~ 

te protozoario, debido a factores modificantes como: est~ 

do nutricional, nivel socio-económico, enfermedades aso-

ciadas, etc. 

La transmisión de este protozoario es en general a través de 



agua contaminada (3,15,34) o también se refiere a guarderias 

sin el manejo adecuado de las heces fecales (20). 

Para el diagnóstico de Giardiasis se han utilizado diferentes 

técnicas como son: concentración, flotación, sedimentación, bú~ 

queda de anticuerpos, etc (11). 

Sin embargo hasta la fecha no ha sido posible esclarecer si 

la patologta desarrollada por el protozoario es • per se , o 

bien si se trata de una relación huésped-parásito. 

Quienes involucran directamente al parásito, han tratado de 

aislar diferentes cepas (2,5,9,24,28,33) con el objeto de de

mostrar, entre otras cosas, proteinas asociadas con estructu

ras particulares como microtúbulos que justifiquen (17), si 

son sustancias de excresión o secreción (27), las que determi 

nan los diferentes grados de patogenicidad para este protozo~ 

rio. 



PARTE EXPERIME;>;TAL 

3.1. Disefio del experimento 

Aislamiento y purificaci6n de los antigenos de Giardia 

lamblia (cepa Portland) por cromatografia en columna y 

su reacci6n cruzada con otras cepas. 

A partir de un cultivo axénico de Giardia lamblia homo

geneizar mec4nicamente el Potter Evelyn, adicionar HCl 

0.1 N y dejar durante 24 horas a 4°C. Posteriormente 

por centrifugaci6n obtener un sedimento y un sobrenada~ 

te; pasar ambas partes a través de una columna de ULTRO

GEL ACA-34. Las fracciones proteicas obtenidas se utili 

zan para inmunizar a conejos machos Nueva Zelanda por -

via intradérmica con el adyuvante completo de Freund. 

Después de un periodo de dos meses y medio, sacrificar 

los animales y por punci6n cardíaca obtener 50 ml de sa~ 

gre. Con el suero obtenido hacer una purificaci6n par

cial de inmunoglobulinas de la clase G por precipitaci6n 

con sulfato de amonio sobresaturado, con pH neutro; una 

vez obtenidas dializar toda la noche contra una soluci6n 

de boratos salinos. 

Con las proteinas obtenidas, hacer contrainmunoelectrof~ 

resis (9), utilizándolas como antigeno y las inmunoglob~ 

linas aisladas del suero de los coneJos como anticuer• 

pos. 

La hemaglutinaci6n indirecta es otra técnica utilizada 



para probar que las fracciones aisladas forman anticue~ 

pos en los animales utilizados, observando la existencia 

de reacción cruzada entre las fracciones y otras cepas 

de ~ ~ aisladas de pacientes sintomáticos 

adultos, lo mismo que con 40 sueros de niños asintomáti

cos. 
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3. 1. 1. Diagrama 

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS ANTIGENOS DE Giardia lamblia 

( CEPA PORTLAND ) Y SU REACCION CRUZADA CON OTRAS CEPAS. 

CULTIVO AXENICO DE Giardia lamblia CEPA PORTLAND L-
CE!mlIFUGACION DE LAS CELULAS A 6500 xG POR ZO MINUTOS 

1 1 
SOBRENADANTE PRECIPITADO 

1 
OBTENCION DE LAS FRACCIONES PROTEICAS DEL SOBRENADANTE Y EL 

"""'" """ ""1'""""' "' m, """" ..,, _,. 1 
IN\IUNIZACION A CONEJOS OJN LAS 
FRACCIONES OBTENIDAS 

l 
AISLAMIENTO DE LAS Il-MllroWBULINAS 

l 

ELECTROFORESIS 

l 
If't.IU1'X)TRANSFERENCIA 

REACCION CRUZADA MEDIANTE HEMAGLUTINACION INDIRECTA DE LAS FRACCIO!\'ES 
PROTEICAS OBTENIDAS Y 40 SUEROS DE NIOOS CON Giardia lamblia 



3.2. Material biológico. 

3.2.l. ~ lamblia cepa Portland, cepas de pacientes 

adultos sintomáticos y sueros de niños asintomát! 

cos. 

Se cultivo axénicamente (23), la cepa Portland 

donada generosamente por el Dr. Antonio Ramírez 

del Hospital Infantil de México " Federico Gómez", 

Las cepas aisladas de pacientes adultos obtenidas 

de heces y concentradas por el método de Faust 

(11), de la cltnica 1 75 del IMSS, y 40 sueros de 

nifios asintomáticos de Kinder "Tacubaya" localiz~ 

do en la misma colonia del D.F. 

3.2.2. Conejos rnachos Nueva Zelanda. 

Se utilizaron 20 conejos machos, de 36 dtas y un 

peso promedio de 350 kg. Adquiridos de la gran

ja experimental de la Universidad Nacional Autón2 

ma de México. 

3.3. Material de laboratorio. 

Autoclave Presto 

Bomba peristáltica LKB 4912 

Botellas de vidrio CORNING 

Cámara para electroforesis HELENA LABORATORIES 

Cámara para electroforesis vertical LKB 

Cámara para inmunotransferencia LKB 

Centrtfuga SORVALL RT-6 000 DUPONT 

Colector de fracciones LKB 
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Columna cromatográf ica LKB 2137-026 

Espectrofotómetro COLEMAN 

Fuente de poder LKB 

Homogeneizador KINET 

Incubadora 37°C MEDILAB 

Jeringa de vidrio 50 ml MAPAD 

Microscopio de luz invertida ZEISS 

Microscopio de luz ZEISS 

Pipeta Pasteur 

Pipeta Thoma 

Potenciómetro CORNING Mod. 5 

Termocirculador LKB 

3.4. Reactivos 

Acido cítrico 

Acido clorhídrico 

Acido tánico 

Adyuvante completo de Freund 

Azul de bromofenol 

Azul de Coomasie 

Azul Dextran D-5751 Sigma Chemical 

Citrato de sodio 

Cloruro de potasio 

Cloruro de sodio 

Fosfato dibásico de potasio 

Fosfato monobásico de sodio 

Gelatina 



Glucosa 

N"N' bis-acrilamida 

Hidróxido de sodio 

Lauril-sulfato 

Mercapto-etanol 

Persulfato de amonio 

Poliacrilamida 

Sulfato de amonio 

Temed N,N,N',N' tetrametilenamina) 

Tinta china negra PELIKAN 

Tris-base 

Tris-HCl 

Tween 20 

3.5. Cultivo axénico de ~ ~ 

Esta técnica se describe en el apéndice 8.1 

3. 5. 1. Siembra 

Colocar en las cajas, 45 ml de medio de cultivo 

TYI-S-33 suplementado con bilis de buey y después 

de pasar la prueba de esterilidad, incubar con 

una suspensión de trofozoitos lxlo 6 , incubarlas 

durante tres dtas a 37°C obteniéndose un creci-

miento exponencial aproximado de SOx10 6 trofozoi-

tos. Verificar al microscópio, con un aumento de 

lOx para ver la confluencia, viabilidad y morfo-

log!a. 



10 

3.5.2. Cosecha 

Enfriar las cajas en baño de hielo por 30 minu--

tos como minimo para despegar los trofozoitos de 

las cajas. Centrifugar la cosecha a 550 xG dura~ 

te 10 minutos a 4°C, decantar el sobrenadante y 

agregar aproximadamente 1.0 ml de solución sali-

na. Resuspender varias veces con una pipeta Pas-

teur llevar al volumen inicial de 1.0 ml. Repe-

tir esta manipulación tres veces. 

3.5.3. Cálculo del número de trofozoitos 

Utilizar una pipeta Thoma y la cámara de Neubauer, 

efectuar los cálculos según la siguiente fórmu--

la: 

A - a X b X e 
d 

A a número total de trofozoitos 

a• factor de dilución (10) 

b • factor que transforma la superficie de los 

mil!metros cuadrados a volumen en mil{metros 

cúbicos. 

d • superficie contada. 

3.6. Fraccionamiento proterco en la columna de ULTROGEL ACA-

34. 

3.6.1. Preparación de la columna 

Lavar el ULTROGEL ACA-34 tres veces con agua des-

tilada y desgasificar al vacio por tres horas se-
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guidas. Montar ur.a columna de vidrio de 37 cm de 

largo y 2.6 cm de ancho. Determinar el volumen 

vaclo con azul dextran. 

3.6.2. Obtención de las fracciones. 

Homogeneizar aproximadamente 108 trofozoitos de 

~ ~ en Potter Evelyn y adicionar un 

volumen igual de HCl 0.1 N. Centrifugar a 550 xG 

durante 5 minutos obtener un precipitado y sobre

nadante. Colocar ambas partes en la parte supe-

rior de la columna; efectuar la elución con solu

ción reguladora de fosfatos pH 7.1. Colocar las 

fracciones en 100 tubos con un volumen final de 

1.5 ml cada tubo. 

3.7. Inmunización de los animales 

Sangrar previamente los animales por punción cardtaca p~ 

ra investigar, la presencia de anticuerpos contraGiardia 

~mediante contrainmunoelectroforesis (9). Poste-

riormente inocular intradérmicamente con 0.5 ml de frac

ciones protetcas obtenidas, mezcladas con el ad;ruvante 

completo de Freund, cada ocho dtas por espacio de dos m~ 

ses. 

3.7.1. Sacrificio de los animales. 

Después de la última inmunización, dejar descan-

sar los conejos por cuatro semanas, posteriormen

te extraer por punción cardtaca 50 ml de sangre. 

3.8. Obtención de las inmunoglobulinas de la clase G, contra 

las fracciones protetcas. 
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Preparar una solución de sulfato de amonio sobresatura

da, pH neutro, agreg&rla gota a gota y en constante agi

tación al suero hasta completar un volumen igual a este. 

En el fondo del vaso observar un precipitado blanco, que 

es guardado en refrigeraci6n toda la noche. Al siguiente 

dia centrifugar a 550 xG durante 30 minutos a 40°C y de

sechar el sobrenadante. Repetir este procedimiento hasta 

que el sobrenadante sea claro. Dializar las inmunoglobu

linas de la case G, toda la noche contra un volumen 50 

veces mayor a la muestra, con solución de boratos sali-

nos. 

3.9. Electroforesis en gel de poliacrilamida. 

Los reactivos utilizados se citan en el apéndice 8.2. En 

los geles completamente polimerizados colocar las fracci2 

nes proteicas con una concentraci6n de 1 mg/ml en los di

ferentes carriles. Incluir un patrón de peso conocido co

mo albúmina sérica b6vina 1 mg/ml. Sumergir las placas en 

la cámara superior que contiene la solución reguladora 

(ver apéndice 8.2.5.), se tapa la c&mara y ajustar el vol

taje a 120 voltios y 25 miliamperes. El corrimiento de las 

muestras se efectúa por espacio de 8 horas. 

3.9.1. Tinci6n y revelado 

Una vez transcurrido el tiempo de corrimiento, 

preparar un recipiente conteniendo una soluci6n 

azul de Coomasie al 0.125%, depositar los geles 

por 25 minutos para después ser colocados en otro 
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recipiente conteniendo soluci6n desteñidora de 

icido acético y metano en proporción 2:1 y guar

dar toda la noche. 

3.10 Transferencia a papel de nitrocelulosa a partir del gel 

de poliacrilamida. 

Colocar los geles en solución de transferencia (apéndi

ce 8,3,11 para quitar el exceso de solución amortiguad2 

ra de fosfatos y revelar con tinta china con relación de 

un microlitro de tinta china por 1 ml de solución de fo~ 

fatos salinos. 

3.11 Hemaglutinaci6n indirecta 

P•eparar una suspensión de glóbulos rojos de carnero al 

2% con solución amortiguadora de fosfato salino con pH 

7,2,tomar 3 ml de la suspensión y mezclar con 3 ml de 

icido tinico (dilución 1:2 000), incubar durante 10 mi

nutos a 37°C, después centrifugar a 550 xG durante 5 m! 

nuto~ desechar el sobrenadante, Lavar el paquete de gl~ 

bulos rojos con solución amortiguadora de fosfatos sali

nos (ver apéndice 8,3.31 para quitar el excedente de ic! 

do tinico. El control negativo contiene 5 ml de la solu

ción amortiguadora de fosfatos salinos pH 6.4 y 1 ml de 

glóbulos rojos de carnero tratados con icido tinico. El 

control positivo contiene 4ml de la solución amortigua

dora de fosfatos salinos pH 6.4, 1 ml de glóbulos rojos 

de carnero tratados con icido tinico y 1 ml de la solu

ci6n de antrgeno. 
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Dejar reposar ambos tubos 10 minutos a temperatura am

biente y centrifugar a 550 xG, posteriormente agregar-

2 ml de suero normal de conejo con una diluci6n de 

1:100 y centrifugar en las mismas condiciones. Prepa -

rar placas de limbro con O.l ml de suero haciendo dilu

ciones logarttmicas, y añadir 20 lamdas de gl6bulos ro

jos de carnero recubiertos con el anttgeno correspon -

diente. 
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J,12. Resultados 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo se mue~ 

tran por medio de gráficas y tablas, para mayor clari--

dad. 

Grafica l. Representa la separación cromatográfica del 

precipitado a través de una columna de ULTROGEL ACA-34 

distinguiéndose 4 fracciones con una concentración de 

100 a 276 microgamos/ml. 

300. 

i 
! 
• ! 200_ •¡ 

l 
.g 

1 .. 100_ 

e: 
8 s 

o \.. ~ 

1 1 
70 10 40 50 60 

No. DE TUBOS 



16 

Gráfica 2. Se observa la separación cromatograf ica del 

sobrenadante; obteniéndose cuatro fracciones proteicas 

con concentraciones entre 900 y 2 000 microgramos/ml. 

z 00!). 

¡ -' ' 1100 • • . 1 
1 

' ººº· 3 
~ 
! 

J 
500. 

o 
60 70 10 
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Figura l. La electroforesis en gel de poliacrilamida 

se llevó a cabo solamente con los antígenos de membr~ 

na, por lo que se deduce presentaron mayor antigenici-

dad. 

T Testigo ( albúmina ) 

Antígeno MB-1- 35 

2 Antígeno MB\! - 48 

3 Antígeno MEN - 70 

4 • Antígeno Me.! - 82 
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Figura 2. Muestra la transferencia a ~apel de nitroce-

lulosa. Se observa.que estas fracciones proteicas son 

de mayor complejidad, comparadas con el revelado del 

gel de poliacrilamida. 

T = Testigo ( albúmina 

1 = Antígeno Ml'M - 35 

2 = Antígeno MEM - 48 

3 ~ Antígeno MI')! - 70 

~ = Antfgeno MI~ - 82 
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La inmunización de los animales y la purificación de las 

inmunoglobulinas de la clase G, fueron utilizadas con el 

propósito de determinar el nivel de inmunogenicidad de -

cada fracción p~oteica cuantificando el título de anti-

cuerpos por la técnica de hemaglutinación indirecta. La 

tabla 1 muestra los resultados obtenidos, en donde la m~ 

dia geométrica muestra que los antI9enos de membrana 

( MEM ), fueron mis inmunogénicos comparativamente con -

los antI9enos del sobrenadante ( SN ), a excepción, del 

antI9eno 86 que dió resultados de anticuerpos mis altos 

que las fracciones proteicas de la membrana. 
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TABLA I 

* TITULO DE ANTICUERPOS CONTRA LAS 
LADOS DE MEMBRANA Y SOBRENADANTE 

Antígenos 

o:i 35 E-< 
lZl 
..: 

50 e .e 
lZl 
o:i 69 ..: 
<Q 
o 80 
"' 

Ag de membrana 

.e 58 lZl ;:¡ 
73 <Q 

~ 
76 E 

86 

o 
E-< 
o:i Ag completo ... 
"' E o 
u 

* MEDIA GEOMETRICA 

FRACCIONES DE ANTIGENO AIS-
DE Giardia lamblia. 

Título de anticuerpos 

1:192 .:!:. 8 

1: 133 .:!:. 10 

1:240 .:!:. 12 

1:144 .:!:. 7 

1:42 .:!:. 16 

1:85 .:!:. 21 

1:25 .:!:. 14 

1:432,:!: 

1:1532 .:!:. 890 
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Los resultados sobre la reacción cruzada entre los antígenos 

del sobrenadante y precipitado con los sueros de los niños -

parasitados por Giardia lamblia se presentan en la tabla lI. 

Se observa que los t1tulos de anticuerpos, fueron muy dife -

rentes cuando se utilizó el antígeno completo en comparación 

cuando se encuentra fraccionado. De los 40 niños solo 19 pr~ 

sentaron tttulos de anticuerpos 1:128 con las fracciones del 

sobrenadante 86. Por otro lado las fracciones de membrana --

35 mostró en forma semejante que por lo menos 50\ de los su~ 

ros de estos niños presentan tttulos de anticuerpos 1:64. -

Haciendo la comparación cuando se utiliza la cepa completa -

solo 2 presentaron tttulos de anticuerpos 1:64 y 3 en 1:128, 

como se indica en la tabla ll. Las demas fracciones, MEM-48 

y SN-58 su mayor frecuencia se encontró en tttulos 1:32. 



Anttcreno 

MEM-35 

MEM-48 

MEM-70 

MEM-82 
SN-58 

SN-73 

SN-76 

SN-80 

TABLA II 

FRECUENCIA DEL TITULO DE ANTICUERPOS DEL SUERO DE 40 NIGOS CONTRA ANTIGENO COMPLETO 
y FRACCIONES PROTEICAS DE MEMBRANA y SOBRENADANTE AISLADOS DE Giardia lamblia 
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DISCUSION 

En la actualidad el estudio de los ant!genos de Giardia lam

~ tiene interés por varias razones. 

Una de ellas es por que estos podr!an contener glicoprote!nas, 

con un azGcar receptor de las células intestinales indicSndo

nos la explicación a los mecanismos de adherencias, para que -

se fije el disco ventral de Giardia lamblia en las células de 

la mucosa intestinal. Y otra, porque sus diferentes ep!topes -

podr!an explicarnos el distinto nivel de virulencia entre cepa 

y cepa ( 26, 27), 

Existen difrentes criterios a este respecto, mientras que al -

gunos autores suponen que los ant!genos de membrana contienen 

la especificidad de la cepa ( 10 ), otros, suponen diferencias 

mis importantes que incluyen a estos y ademSs a los ant!genos 

somáticos, basSndose en la diversificación del contenido de DNA 

en diferentes cepas de Giardia lamblia ( l, 26, 27 ). 

La participación de la inmunidad celular y humoral ha sido 

plenamente demostrada; la primera, donde los linfocitos T de -

pacientes con Giardiasis crónica juegan un papel importante. -

Dentro de estos eventos se ha demostrado que los macrófagos que 

fogocitan a Giardia lamblia, as! como los monocitos indican que 

ellos podr!an participar en los mecanismos de defensa ( 31 ), 



RESUMEN 

A partir de un cultivo axenico de Giardia lamblia cepa Portland, 

se obtiene mediante centrifugación diferencial, antigenos somá

ticos y de membrana. Ambas son fraccionadas por columna de 

ULTROGEL ACA-34, obteniéndose cuatro picos de elución en cada -

uno. Estos son cuantificados, observándose diferencias importan 

tes en cuanto a su concentración proteica. 

Con las fracciones obtenidas, en cada pico de elución, se inmu

niza a conejos machos raza Nueva Zelanda por via intradermica -

con adyuvante completo de Freund. A partir del suero de los ani 

males se obtiene la fracción gamma globulinica por precipitación 

con sulfato de amonio sobresaturado. 

Con las fracciones de membrana, se lleva a cabo una electrofor~ 

sis en gel de poliacrilamida, con el fin de conocer la composi

ción de dicha fracción. También se hace inmunotransferencia, a 

partir del gel de poliacrilamida, para observar las bandas pro

teicas no reveladas en el gel de poliacrilamida. 

Se probó la reacción cruzada de las fracciones proteicas del so

brenadante y del precipitado, obtenidas de 40 sueros de niños -

con Giardiasis asintomática, mediante hemaglutinación indirecta 

observándose que los antigenos de membrana fueron más inmunoge -

nicos comparados con los antigenos del sobrenadante y probable -

mente estos antigenos sean compartidos con la cepa Portland y la 

cepa hospedera. 



Con relación a la inmunidad humoral se ha demostrado, que en 

personas con hipoglobulinemia, la prevalencia de Giardia lam-

blia es mucho más alta ( 31 l. 
~ 

A nivel experimental la participación de las inmunoglobulinas 

y su capacidad protectora ha sido estudiada por Snider ( 35 ), 

donde en animales tratados con anti-IgM la virulencia de Giar

dia lamblia, se hizo más importante. 

De ahí el interés de aislar antígenos con el objeto de inves -

tigar su papel en la respuesta inmune celular y humoral. 

En el presente trabajo se pudo separar por lo menos 8 antíge -

nos diferentes; los primeros cuatro corresponden a los ant{ge-

nos de membrana y los cuatro restantes a los antígenos somáti-

cos. 

Los contenidos en las fracciones aisladas dió la impresión, de 

acuerdo al título de anticuerpos, que podrían ser utilizados -

para determinar la presencia de éstos mediante la técnica de -

hemaglutinación indirecta en el suero de los niños con Giardi~ 

sis asintomática. 

De acuerdo a la tabla II, se puede concluir que la Giardia 

~ que habta parasitado a estos niños contenta antígenos 

parecidos a los de la cepa Portland. 

sin embargo, la intensidad de los títulos de anticuerpos se -

ñalan la presencia de los antígenos de MEM-35 y SN-80 en for

ma mas importante, puesto que los títulos fueron 1:64 y 1:128. 



Nuestro próposito es continuar estudiando la composici6n de los 

ant!genos asI como sus ep!topes de sus glicoprote!nas. 



CONCLUSIONES 

l.- En el presente trabajo fueron obtenidas fracciones protei

cas por columna de ULTROGEL ACA-34 en donde se aislaron -

ocho fracciones; cuatro ~orrespondientes al sobrenadante y 

cuatro al precipitado. 

2.- Las fracciones inoculadas a conejos raza Nueva Zelanda pr2 

baron ser anti9énicas tal como lo demuestra el hecho de 

haber detectado anticuerpos correspondientes. 

3.- Las inmuno9lobulinas aisladas corresponden a la clase G. 

4.- Mediante electroforesis en 9el de poliacrilaminda se deme~ 

tr6 la presencia de varias proteínas contenidas en cada 

fracci6n aislada. 

5.- Al realizar una reacci6n cruzada por hema9lutinaci6n indi

recta, se observó que las fracciones de membrana presentan 

títulos más altos, a excepci6n de las fracciones del sobr~ 

nadante, con el suero de los niños parasitados por ~ 

~-
6.- Con los resultados obtenidos se puede concluir que las fra~ 

cienes que tienen distinto poder anti9énico se encuentran -

en la fracci6n MEM-35 y SN-80 al haberse encontrado varia -

ci6n en sus títulos de anticuerpos con respecto a las demás 

fracciones aisladas. 
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APENDICE 

8.l Material y Reactivos. 

8.l.l Material1 

Agitador magnético. 

Balanza analitica BOSCH P-115. 

Matraces aforados. 

Matraces erlenmeyer. 

Pipetas serol5gicas. 

Termómetro hasta llOºC 

Tubos de ensaye. 

Tubos de rosca. 

8.1.2 Reactivos: 

Acido asc5rbico (J.T.Baker}. 

Bilis de buey (Bioxon). 

Biosate (BBL) 

Cloruro de sodio (J.T.Baker). 

Citrato de fierro (J,T.Baker). 

Dextrosa (J,T.Baker). 

Fosfato de potasio dibasico (J.T.Baker). 

Fosfato de potasio monobasico (J,T.Baker). 

8.2 Cultivo axénico de Giardia lamblia. 

Medio de cultivo TY1-S_33 suplementado con bilis de buey, con~ 

tituido por: 15 gr de Blosate, 5 gr de Dextrosa, 1 gr de ele -

ruro de sodio, 500 mg de fosfato de potasio monob&sico, 300 mg 

de fosfato de potasio dib&sico, 1 gr de L-cisteina-HCl, 100 gr 

de Scido ascórbico, 10 mg/10 ml de bilis de buey, 11.5 mg de 
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citrato férrico de amonio y c.b.p. 500 ml de agua desionizada. 

PROCEDIMIENTO 

Disolver los reactivos en el orden presentado con aproximadamente 

300 ml de agua desionizada, ajustar el pH a 7.0-7.2 con NaOH 0.1 

N, agregar 11.S mg de c!trato férrico de amonio y llevar a un vo

lumen final de 500 ml. clarificar el medio mediante la filtraci6n 

a través de papel Whatman f 1, esterilizar en autoclave a 12lºC 

durante 15 minutos. 

Añadir, en condiciones estériles 25 ml de bilis bovina (previamen

te inactivada a 56ºC durante 30 minutos), depositar en botellas de 

vidrio o pllstico estériles con tap6n de rosca. Hacer ésto en con

diciones estériles con ayuda del flujo laminar Veco, dejar la bot~ 

lla con el medio en la estufa a 37°C por 24 horas como prueba de -

esterilidad. 

e.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida. 

e.3.1 Preparaci6n de las placas. 

Preparar el gel de poliacrilamida con una mezcla de acri

lamida 30 gr y N'N'bis-acrilamida o.e gr en 10 ml de agua 

desionizada, filtrar por papel Whatman f l y guardar en -

un frasco color ambar. 

e.3.2 Solución de Tris-HCl 1.5 M pH e.e 

Disolver le.s gr de Tris-base en 50 ml de agua desioniza

da, ajustar el pH con HaOH lN y aforar con agua desioniz~ 

da. 

e.3.3 Soluci6n de Tris-HCl pH 6.e 

Disolver 7.ee gr de Tris-HCl en SO ml de agua desionizada, 

ajustar el pH con HCl lN y aforar a 100 ml con agua desi2 

nizada. 



35 

e.3.4 Solución de Lauril-sulfato al 10% 

Pesarlo gr de lauril-sulfato y disolver en 100 ml de 

agua desionizada. 

8.3.5 Solución reguladora para la muestra. 

De una solución de Tris-HCl 1.5 M tomar 25 ml, y agregar 

2 gr de Lauril-sulfato, 10 ml de glicerol, 5 ml de mer -

capto-etanol, 1 ml de azul de bromofenol al 0.1%, y afo

rar a 100 ml de agua desionizada. 

PROCEDIMIENTO. 

Preparar los geles o diferentes concentraciones, uno que sirve co

mo espaciador con concentración del 5%, y otro como gel separador 

con concentración del lOt. 

Composición del gel espaciador: 5 ml de la mezcla de acrilamida y 

bis-acrilamida, 7.5 ml de Tris-HCl con pH 6.e, 0.03 ml de solución 

de lauril-sulfato, 0.15 ml de TEMED (N,N,N'N' tetrametilamida), 

0.01 ml de persulfato de amonio al 10% y 17.l ml de agua desioniza

da. 

Composición del gel separador: 20.0 ml de la mezcla de acrilamida 

y bisacrilamida, 15 ml de Tris-HCl con pH e.e., 1.2 ml de solución 

de lauril-sulfato, 0.02 ml de TEMED, y 0.1 ml de persulfato de am2 

nio. 

Montar las placas de vidrio sobre las bases de acrilico y sujetar 

con los tornillos laterales (equipo completo de LKB), llenar las 

placas con la solución evitando hacer burbujas hasta aproximadame~ 

te e cm de altura, sellar con agua destilada. 

Dejar a temperatura ambiente por espacio de 60 minutos, posterior

mente guardar a 4°C toda la noche. 
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8.4 Transferencia a papel de nitrocelulosa a partir del gel de po

liacrilamida. 

8.4.l Solución de transferencia 

Pesar 9.075 gr de Tris-base, 43.2 gr de glicina, 600 ml 

de metanol y 2400 ml de agua destilada. 

8.4.2 Solución de bloqueo 

Pesar 8 gr de cloruro de sodio, 2.081 gr de etilendiaming 

tetracetato, 2.5 gr de gelatina y disolver en 800 ml de -

agua destilada. 

8.4.3 Solución reguladora de fosfatos 

Pesar 8 gr de cloruro de sodio, 0.2 gr de fosfato monobS

sico de potasio, 2.9 gr de fosfato dibSsico de potasio, 

1.6 gr de fosfato de sodio monobisico, 0.2 gr de cloruro 

de potasio, 0.5 ml de Tween 20, disolver todo en 1000 ml 

de agua destilada. 

8,4.4 Solución de Tween-gelatina 

Pesar l gr de gelatina y disolver en 200 ml de solución 

reguladora de fosfatos conteniendo Tween 20. 

8.4.S Solución de lavado 

A 100 ml de la solución de fosfatos agregar 0.1 ml de 

Tween 20. 

8.4.6 Revelado del papel de nitrocelulosa. 

Agregar l microlitro de tinta china negra Pelikan por 

cada ml de la solución amortiguadora. 

8,5 Hemaglutinación indirecta. 

8.5.l Solución de Alsevers 

Pesar 2.05 gr de glucosa, 0.2 gr de citrato de sodio. 

j) 

" 
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Disolver todo en 100 ml de agua destilada y esterilizar 

a 12lºC durante 10 minutos. 

8.5.2 Suspensión de glóbulos rojos de carnero. 

Almacenar aproximadamente SO ml de sangre de carnero en 

100 ml de solución de Alsevers, y dejarlos madurar por 15 

dias a 4°C. 

8.5.3 Preparación del antigeno. 

Los antfgenos usados son las fracciones proteicas obteni

das de la columna, las cuales se dializan contra cloruro 

de sodio toda la noche. 

8.5.4 Solución amortiguadora de fosfa~os. 

Preparar una solución de fosfato de potasio monobásico 

0.15 M y una solución de fosfato dib&sico de sodio 0.15 

M. De la primera solución tomar 24 ml y de la segunda 

76 ml, agregar al final un volumen iqual de solución sa -

lina. 

8.5.S Solución de Scido tánico 

Tomar l ml de ácido t&nico aforar a 100 ml con agua des

tilada de la cual se hace una dilución 1:2, con solución 

salina. 

8.5.6 suero normal de conejo. 

Por punción cardiaca obtener 50 ml de sangre, e inacti

var el suero a 56ºC durante 30 minutos. 

8.5.7 Absorción de los glóbulos rojos de carnero. 

Con el suero normal de conejo absorver un volumen igual 

de ql~bulos rojos de carnero, incubar en baño marta 

a 37ºC por una hora, y dejar en reposo toda la noche, 
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y finalmente centrifugar, obteniéndose de esta forma el 

suero absorvido. 




