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INTRODUCCION

La diferente patogenicidad de Giardia lamblia se pone de mani

fiesto cuando este protozoario se encuentra en pacientes con
la patologia descrita para Giardiasis como son: diarrea crdni
ca (19), alteraciones en las disacaridasas (32), aplanamiento
de las criptas en las vellosidades de la mucosa intestinal
(25), trayendo como consecuencia una mala absorcifn intesti--
nal repercutiendo en forma importante, si se trata de ninos
en crecimiento y desarrollo {39).

Sin embargo, también se le encuentra en sujetos asintom8ticos
evocando asf una importante relacidn huésped—parésito. 81 su~
ponemos que el parisito es el responsable de la sintomatolo-=-

gia descrita, tendrfamos que demostrar diferencias entre las

cepas de Giardia lamblia, tratando de determinar si existe di
ferente comportamiento del protozoario frente al hué&sped. De

ahf el inter&s en estudiar los antIgenos de Giardia lamblia

tratando de determinar si existen diferencias entre los anti-
genos de las distintas cepas atribuy&ndole a ello los diferen
tes niveles de patogenicidad.

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

brana y som8ticos de Giardia lamblia, cepa Portland y determi
nar la reaccidn cruzada entre los antigenos aislados y los
sueros de 40 nifios asintomfticos infectados probablemente con

diferentes cepas de Giardia lamblia, infiriendo semejanzas an

tigénicas entre la cepa hospedera y la capa Portland.



INFORMACION GENERAL SOBRE EL TEMA

Lambl, en 1859 describe la morfologia de Giardia lamblia, co-

mo un protozoario gque posee nficleos adyacentesy prolongacio--

nes gque salen del citoplasma conocidas como flagelos (11). Sin

embargo, la morfologia de este protozoario ha sido descrita
ampliamente al microscopio de luz y al microscopio electrdni-
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 tambi&n

se le atribuye la patologfa desarrollada. Esta patologfa pue-

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

1.- Teorfa meclnica.- Explica la falta de absorcidn intesti--
nal, causada por la adhesifn a la mucosa intestinal, por
una gran cantidad de trofozoitos.

2,= Teorfa del dafio a la mucosa.- Determinada por una imagen
que deja en espejo su disco suctor, causando una irrita--
cifn superficial en la mucosa.

3.- Teorla de la relacidn hu&sped-pardsito.- El hu&sped pare
ce influir en forma importante, en la patogenicidad de es
te protozoario, debido a factores modificantes como: esta
do nutricional, nivel socio-econ@mico, enfermedades aso--
ciadas, etc.

La transmisidn de este protozoario es en general a través de



agua contaminada (3,15,34) o tambié&n se refiere a guarderias
sin el manejo adecuado de las heces fecales (20).

Para el diagndstico de Giardiasis se han utilizado diferentes
técnicas como son: concentracidn, flotacidn,sedimentacidn, biis
queda de anticuerpos, etc (11).

Sin embargo hasta la fecha no ha sido posible esclarecer si
la patologfa desarrollada por el protozoario es " per se ", ©
bien s8i se trata de una relacidn hu@sped-parasito.

Quienes involucran directamente al pard@sito, 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 comec microtfibulos que justifiquen (17}, si
son sustancias de excresidn o secrecifn (27), las gque determi
nan los diferentes grados de patogenicidad para este protozoa

riec.



PARTE EXPERIMENTAL

Disefio del experimento

Aislamiento y purificacién de los antigenos de Giavdia
lamblia (cepa Portland) por cromatografia en columna y
su reaccibn cruzada con otras cepas.

A partir de un cultivo axénico de Giardia lamblia homo-

geneizar mecinicamente el Potter Evelyn, adicionar HC1
0.1 Ny dejar durante 24 horas a 4°C. Posteriormente
por centrifugacién obtener un sedimento y un sobrenadan
te; pasar ambas partes a través de una columna de ULTRO-
GEL ACA-34. Las fracciones protefcas obtenidas se utili
zan para inmunizar a conejos machos Nueva Zelanda por -
via intradérmica con el adyuvante completo de Freund.
Despu&s de un perfiodo de dos meses y medio, sacrificar
los animales y por puncifén cardfaca obtener 50 ml de san
gre. Con el suero obtenido hacer una purificacién par-
cial de inmunoglobulinas de la clase G por precipitacién
con sulfato de amonio sobresaturado, con pH neutro; una
vez obtenidas dializar toda la noche contra una solucién
de boratos salinos.

Con las proteinas obtenidas, hacer contrainmunoelectrofo
resis (9), utiliz&indolas como antigeno y las inmunoglobu
linas aisladas del suerc de los conejos come anticuerws
posS.

La hemaglutinacidén indirecta es otra técnica utilizada



para probar que las fracciones aisladas forman anticuer
pos en los animales utilizados, observando la existencia
de reaccidn cruzada entre las fracciones y otras cepas

de Giardia lamblia aisladas de pacientes sintomiticos

adultos, lo mismo que con 40 sueros de nifios asintomiti~

Ccos.



3.1.1. Diagrama
AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS ANTIGENGS DE Giardia lamblia
( CEPA PORTLAND } Y SU REACCION CRUZADA CON OTRAS CEPAS,

CULTIVO AXENICO DE Giardia lamblia CEPA PORTLAND

CENTRIFUGACION DE LAS CELULAS A 6500 xG POR 20 MINUTOS

l

SOBRENADANTE PRECIPITADO

OBTENCION DE LAS FRACCIONES PROTEICAS DEL SUBRENADANTE Y EL
PRECIPITADO POR COLUWMNA DE ULTROGEL ACA-34

| !

INMUNIZACION A CONEJOS CON LAS ELECTROFORESIS
FRACCIONES OBTENIDAS .

I l

AISLAMIENTO DE LAS INMUNOGLOBULINAS INVUNOTRANSFERENCTA

!

REACCION CRUZADA MEDIANTE HEMAGLUTTNACION INDIRECTA DE LAS FRACCIONES
PROTEICAS OBTENIDAS Y 40 SUEROS DE NIROS CON Giardia lamblia




3.2, Material bioldgico.

3.2.1.

3.2.2.

Giardia lamblia cepa Portland, cepas de pacientes

adultos sintom@ticos y sueros de nifios asintomdti
cos.

Se cultivo ax&nicamente (23), la cepa Portland
donada generosamente por el Dr. Antonio Ramirez
del Hospital Infantil de M&xico " Federico Gomez",
Las cepas aisladas de pacientes adultos obtenidas
de heces y concentradas por el método de Faust
{11), de la clfnica # 75 del IMSS, y 40 sueros de
nifios asintomiticos de Kinder "Tacubaya" localiza
do en la misma colonia del D.F.

Conejos machos Nueva Zelanda.

Se utilizaron 20 conejos machos, de 36 dfas y un
peso promedio de 1 350 kg. Adquiridos de la gran-
ja experimental de la Universidad Nacional Autng

ma de México.

Material de laboratorio.

Autoclave Presto

Bomba perist8ltica LKB 4912

Botellas de vidrio CORNING

CiZmara para electroforesis HELENA LABORATORIES

Cimara para electroforesis vertical LKB

Camara para inmunotransferencia LKB

Centrifuga SORVALL RT-6 000 DUPONT

Colector de fracciones LKB
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Columna cromatografica LKB 2137-026
EspectrofotSmetroc COLEMAN

Fuente de poder LKB

Homogeneizador KINET

Incubadora 37°C MEDILAB

Jeringa de wvidrio 50 ml MAPAD
Microscopio de luz invertida 2EISS
Microscopio de luz ZEISS

Pipeta Pasteur

Pipeta Thoma

Potencidmetro CORNING Mod. 5
Termocirculador LKB

Reactivos

Acido citrico

Acido clorhidrico

Acido t8nico

Adyuvante completo de Freund

Azul de bromofencl

Azul de Coomasie

Azul Dextran Db-5751 Sigma Chemical
Citrato de sodio

Cloruro de potasio

Cloruro de sodio

Fosfato dibasico de potasio
Fosfato monobisico de sodio

Gelatina



Glucosa

N"N' bis~acrilamida

Hidrdxido 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

Cultivo ax&@nico de Giardia lamblia

Esta té&cnica 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 suspensidn de trofozoitos 1x106, incubarlas
durante tres dfas a 37°C obteni&ndose un creci--
miento exponencial aproximado de 50x106 trofozoi-
tos. Verificar al microsctpio, con un aumentoc de
10x para ver la confluencia, viabilidad y morfo-

logfa.
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3.5.2. Cosecha
Enfriar las cajas en bafic de hielo por 30 minu--
tos como minimo para despegar los trofozoitos de
las cajas. Centrifugar la cosecha a 550 xG duran
te 10 minutos a 4°C, decantar el sobrenadante y
agregar aproximadamente 1.0 ml de solucidn sali-
na. Resuspender varias veces con una pipeta Pas-
teur llevar al vollimen inicial de 1.0 ml. Repe—-—
tir esta manipulacién tres veces.

3.5.3, calculo del niimero de trofozoitos
Utilizar un# pipeta Thoma y la c8mara de Neubauer,
efectuar los ci3lculos seglin la siguiente £8rmu--
la:

A= axbxc
d

A = nimero total de trofozoitos

a = factor de dilucidn (10)

b = factor gque transforma la superficie de los
milimetros cuadrados a volumen en milimetros
clbicos.

4 = guperficie contada.

3.6. Fraccionamiento protefco en la columna de ULTROGEL ACA-
34.
3.6.1. Preparacidn 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 ura columna de vidrio de 37 cm de
largo y 2.6 cm de ancho. Determinar el volumen
vacio con azul dextran.

3.6.2. Obtencidn de las fracciones.
Homogeneizar aproximadamente 108 trofozoitos de

Giardia lamblia en Potter Evelyn y adicionar un

volumen igual de HCl 0.1 N. Centrifugar a S50 xG
durante 5 minutos obtener un precipitado y sobre-
nadante. Colocar ambas partes en la parte supe-=-
rior de la columna; efectuar la elucidn con solu-
cidn reguladora de fosfatos pH 7.1. Colocar las
fracciones en 100 tubos con un volumen final de
1.5 ml cada tubo.
3.7. Inmunizaci8n de los animales
Sangrar previamente los animales por puncidn cardfaca pa
ra investigar, la presencia de anticuerpos contra Giardia
lamblia mediante contrainmunoelectroforesis (9). Poste~--
riormente inocular intradérmicamente con 0.5 ml de frac-
ciones proteicas obtenidas, mezcladas con el adyuvante
completo de Freund, cada ocho dias por espacio de dos me
ses.
3.7.1. sacrificio de los animales.
Despu@s de la filtima inmunizacidn, dejar descan--
sar los conejos por cuatro semanas, posteriormen-
te extraer por puncidn cardiaca 50 ml de sangre.
3,8. Obtencidn de las inmunoglobulinas de la clase G, contra

las fracciones proteicas.
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Preparar una solucidn de sulfato de amonio sobresatura-
da, pH neutro, agregfirla gota a gota y en constante agi=-
tacidn al suero hasta completar un volumen igual a este.
En el fondo del vaso observar un precipitado blanco, gque
es guardado en refrigeracifn toda la noche. Al siguiente
dfa 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 S0
veces mayor a la muestra, con solucidn de boratos sali-=-
nos.
Electroforesis en gel de poliacrilamida.
Los reactivos utilizados se citan en el apé&ndice 8.2. En
los geles completamente polimerizados colocar las fraccio
nes protefcas con una cohcentracidén de 1 mg/ml en los di-
ferentes carriles. Incluir un patr5n de peso conocido co-
mo alblimina s&rica bévina 1 mg/ml. Sumergir las placas en
la cimara superior que contiene la solucidn reguladora =--
(ver ap&ndice 8.2.5.}, se tapa la cimara y ajustar el vol-
taje a 120 voltios y 25 miliamperes. El corrimiento de las
muestras se efectfia por espacio de 8 horas.
3.9.1, Tincidn y revelado

Una vez transcurrido el tiempo de corrimiento, -~

preparar un recipiente conteniendo una solucidn -

azul de Coomasie al 0.,125%, depositar los geles -

por 25 minutos para despu@s ser colocados en otro
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recipiente conteniendo solucibn destefiidora de

8cido ac&tico y metano en proporecifn 2:1 y guar-

dar toda la noche.
Transferencia a papel de nitroceluleosa a partir del gel
de poliacrilamida.
Colocar los geles en solucidn de transferencia (ap&ndi-
ce 8.3.1) para quitar el exceso de solucidn amortiguado
ra de fosfatos y revelar con tinta china con relacidn de
un microlitro de tinta china por 1 ml de solucidn de fog
fatos salinos.
Hemaglutinacidn indirecta
Pweparar una suspensidn de gl&bulos rojos de carnero al
2% con solucidn amortiguadora de fosfato salino con pH
7.2, tomar 3 ml de la suspensidn y mezclar con 3 ml de
8cido t&nico (Qilucidn 1:2 000), incubar durante 10 mi~
nutos a 37°C, despu@s centrifugar a 550 xG durante 5 mi
nutos, desechar el sobrenadante. Lavar el paquete de glé
bulos rojos con solucidn amortiguadora de fosfatos sali-
nos (ver apéndice B.3.3) para quitar el excedente de §ci
do t3nico. El control negativo contiene 5 ml de la solu=-
cidn amortiquadora de fosfatos salinos pH 6.4 y 1 ml de
gl8bulos rojos de carnero tratados con 8cido td@nico. E1
control positivo contiene 4ml de la solucidn amortigua-
dora de fosfatos salineos pH 6.4, 1 ml de gl8bulos rojos
de carnero tratados con Scido t8nico y 1 ml de la solu-

cidn de antigeno.

- .-
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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 dilucidn de =
1:100 y centrifugar en las mismas condiciones. Prepa -
rar placas de limbro con 0.1 ml de suero haciendo dilu-
ciones logaritmicas, y afiadir 20 lamdas de gldbulos ro-
jos de carnero recubiertos con el antigeno correspon --

diente.
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3.12. Resultados
Los resultados obtenidos en el presente trabajo se mues

tran por medio de gr&ficas y tablas, para mayor clarji--

dad.

Grafica 1. Representa la separacidn cromatogr8fica del
precipitadoc a través de una columna de ULTROGEL ACA-34
distingui&ndose 4 fracciones con una concentracidn de

100 a 276 microgamos/ml.
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Concentracién de proteinas ug/ml
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Gréfica 2. Se observa la separacifn cromatogrifica del

sobrenadante; obteni&ndose cuatro fracciones protelcas

con concentraciones entre 900 Y 2 000 microgramos/ml.
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Figura 1. La electroforesis en gel de poliacrilamida
se llevd a cabo solamente con los antigenos de membra
na, por lo que se deduce presentaron mayor antigenici-

dad.

T = Testigo ( albfmina )
1 = Antigero MEM- 35
2 = Antigeno MEM - 48
3 = Antigeno MEM - 70
4 = Antigeno MEM - 82
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Figura 2. Muestra la transferencia a papel de nitroce-
lulosa. Se observa que estas fracciones proteicas son
de mayor complejidad, comparadas con el revelado del

gel de poliacrilamida.

T = Testigo ( albfmina )

1 = Antfgeno MEM - 35

~

= Antigeno MEM - 48

w

= Antigeno MBEM - 70

e

= Antfgeno MRM - 82
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La inmunizaci®n de los animales y la purificacidn de las
inmunoglobulinas de la clase G, fueron utilizadas con el
propdsito de determinar el nivel de inmunogenicidad de -
cada fraccidn protelca cuantificando el titulo de anti--
cuerpos por la técnica de hemaglutinaciSn indirecta. La

tabla 1 muestra los resultados obtenidos, en donde la me
dia geométrica muestra que los antIigenos de membrana =
( MEM }, fueron mis inmunog&nicos comparativamente con -
los antfgenos del sobrenadante [ SN ), a excepcibn, del

antigeno 86 que did resultados de anticuerpos mis altos

que las fracciones protelcas de la membrana,
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TABLA I

* TITULQ DE ANTICUERPOS CONTRA LAS FRACCIONES DE ANTIGENO AIS-~
LADOS DE MEMBRANA Y SOBRENADANTE DE Giardia lamblia.

Antigenos Titulo de anticuerpos

g 35 1:192 + 8

F

g 50 1:133 + 10
z

b 69 1:240 + 12
a

& 80 1:144 + 7

Ag de membrana

< 58 1:42 + 16

% 73 1:85 + 21

E 76 1:25 + 14

86 1:432+ 7

o

8

o Ag completo 1:1532 + 890
X

o

3]

* MEDIA GEOMETRICA



21
Los resultados sobre la reaccifn cruzada entre los antigenos
del sobrenadante y precipitade con los sueros de los nifios -

parasitados por Giardia lamblia se presentan en la tabla II,

Se observa que los titulos de anticuerpos, fueron muy dife -
rentes cuando se utilizd el antigeno completo en comparacidn
cuando se encuentra fraccionado. De los 40 nifios solo 19 pre
sentaron titulos de anticuerpos 1:128 con las fracciones del
sobrenadante 86. Por otro lado las fracciones de membrana ==
35 mostré en forma semejante que por lo menos 50% de los sug
ros de estos nifios presentan titulos de anticuerpos 1:64., --
Haciendo la comparacitn cuande se utiliza la cepa completa -
solo 2 presentaron titulos de anticuerpos 1:64 y 3 en 1:128,
como se indica en la tabla 1I. Las demds fracciones, MEM-48

y SN-58 su mayor frecuencia se encontrd en tftulos 1:32,



TABLA II

FRECUENCIA DEL TITWO DE ANTICUERPOS DEL SUERO DE 40 NIROS CONTRA ANTIGENO COMPLETO
Y FRACCIONES PROTEICAS DE MEMBRANA Y SOBRENADANTE AISLADOS DE Giardia lamblia

102 | 1ed| Le8 [1e16[1:32 | L1:64 ) 15128 15256 13502 151024 | 1:2048
Antfgeno completo | 6 | S| 12| §] ¢ 23 2 0 0 1
MEN-15 1 0 1) 2] § 2 4 2 0 2 0
MEM-{8 2 1 1] 7118 8 2 1 0 0 0
MEM=10 14| 4|10 & ] 1 2 1 1 0
NEN-02 5 8 11 5] 17 1 1 0 0 0 0
SN=56 NRIEIRLARE 110 0 0 0 0
SN-73 BRI IR 0
5N-76 [ f 91 1| 2 5 5 2 0 0 0
5N=80 0 0 0f 01 0 9 [ 1§ B 2 1 1




DISCUSION

En la actualidad el estudio de los antIgenos de Giardia lam-
blia tiene inter&s por varias razones,

Una de ellas es por que estos podrfan contener glicoprotefnas,
con un azficar receptor de las c&lulas intestinales indicindo-
nos la explicacidn a los mecanismos de adherencias, para que =~

se fije el disco ventral de Giardia lamblia en las c&lulas de

la mucosa intestinal. Y otra, porque sus diferentes epItopes =
podrfan explicarnos el distinto nivel de virulencia entre cepa
Yy cepa ( 26, 27).

Existen difrentes criterios a este respécto, mientras que al -
gunos autores suponen gue los antIgenos de membrana contienen
la especificidad de la cepa ( 10 ), otres, suponen diferencias
mis importantes que incluyen a estos y ademds a los antigenos
somiticos, bas8ndose en la diversificaci&n del contenido de DNA

en diferentes cepas de Giardia lamblia ( 1, 26, 27 }.

La participacidn de la inmunidad celular y humoral ha sido -
plenamente demostrada; la primera, donde los linfocitos T de -
pacientes con Giardiasis cr8nica juegan un papel importante. =-
Dentro de estos eventos se ha demostrade que los macréfages gque

fogocitan a Giardia lamblia, asf como los monocitos indican que

ellos podrian participar en los mecanismos de defensa ( 31 ).



RESUMEN

A partir de un cultivo ax@nico de Giardia lamblia cepa Portland,
se obtiene mediante centrifugacidn diferencial, antigenos somi-

ticos y de membrana. Ambas son fraccionadas por columna de - =

ULTROGEL ACA-34, obteni&ndose cuatro picos de elucién en cada =~

uno. Estos son cuantificados, observindose diferencias importan

tes en cuanto a su concentracidn proteica.

Con las fracciones obtenidas, en cada pico de elucidn, se inmu-

niza a conejos machos raza Nueva Zelanda por via intrad&rmica -

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

males se obtiene la fraccidn gamma globulfnica por precipitacidn
con sulfato de amonio sobresaturado.

Con las fracciones de membrana, se lleva a cabo una electrofore

s8is en gel de poliacrilamida, con el fin de conocer la composi=-

cibn de dicha fracci8n. Tambi&n se hace inmunotransferencia, a

partir del gel de poliacrilamida, para observar las bandas pro-

tefcas no reveladas en el gel de poliacrilamida.

Se probd la reaccidn cruzada de las fracciones proteicas del so-
brenadante y del precipitado, obtenidas de 40 sueros de nifios -

con Giardiasis asintomitica, mediante hemaglutinacidn indirecta

observindose que los antigencs de membrana fueron mi3s inmunogé@ -
nicos comparados con los antigenos del sobrenadante y probable -
mente estos antfgenos sean compartidos con la cepa Portland y la

cepa hospedera.
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Con relacidn a la inmunidad humoral se ha demostrado, que en
perscnas con hipoglobulinemia, la prevalencia de Giardia lam-
QLLE es mucho més alta ( 31 ).
A nivel experimental la participacidn de las inmunoglobulinas
Yy su capacidad protectora ha sido estudiada por Snider { 35 ),
donde en animales tratados con anti-IgM la virulencia de Giar-
dia lamblia, se hizo mi3s importante.
De ahi el inter8s de aislar antigenos 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 antiIge -
nos diferentes; los primeros cuatro corresponden a los antige-
nos de membrana y los cuatro restantes a los antigenos somati-
cos.
Los contenidos en las fracciones aisladas did la impresién, de
acuerdo al titulo de anticuerpos, que podrian ser utilizados -
para determinar la presencia de &stos mediante la t@cnica de =
hemaglutinacidn indirecta en el suerc de los nifios con Giardia
gis asintomitica.
De acuerdo a la tabla II, se puede concluir que la Giardia -
lamblia que habfa parasitado a estos nifios contenfa antIgenos
parecidos a los de la cepa Portland.
sin embargo, la intensidad de los titulos de anticuerpos se ~
fialan la presencia de los antigenos de MEM-35 y SN-80 en for-

ma mis importante, puesto que los tItulos fueron 1:64 y 1:128.



2%

Nuestro préposito es continuar estudiando la composicidn de los

antigenos asI como sus epftopes de sus glicoprotelnas.



CONCLUSIONES

En el presente trabajo fueron obtenidas fracciones protei-
cas por columna de ULTROGEL ACA-34 en donde se aislaron -~
ocho fracciones; cuatro Torrespondientes al sobrenadante y
cuatro al precipitado.

Las fracciones inoculadas a conejos raza Nueva Zelanda pro
baron ser antigénicas tal como lo demuestra el hecho de -
haber detectado anticuerpos correspondientes.

Las inmunoglobulinas aisladas corresponden a la clase G.
Mediante electroforesis en gel de peliacrilaminda se demos
trd la presencia de varias protefinas contenidas en cada -
fraccibn aislada.

Al realizar una reaccidn cruzada por hemaglutinacidn indi-
recta, se observd que las fracciones de membrana presentan
tftulos mis altos, a excepcidn de las fracciones del sobre
nadante, con el suero de los nifios parasitados por Giardia
lamblia.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que las frac
ciones que tienen distinto poder antig&nico se encuentran -
en la fraccidn MEM-35 y SN-80 al haberse encontrado varia -
cidn en sus titulos de anticuerpos con regpecto a las demis

fracciones aisladas.
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APENDICE

a3

8.1 Material y Reactivos.

8.1.1

Material:

Agitador magné&tico.

Balanza analftica BOSCH P-115.
Matraces aforados.

Matraces erlenmeyer.

Pipetas serolSgicas.
Term8metro hasta 110°C

Tubos de ensaye.

Tubos de rosca.

Reactivos:

Acido ascbrbico (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 dibisico (J.T.Baker).

Fosfato de potasio monob&sico (J.T.Baker).

8,2 Cultivo ax&nico de Giardia lamblia.

Medio

de cultivo TY1-S_33 suplementadc con bilis

tituido por: 15 gr de Blosate, 5 gr de Dextrosa,

ruro de sodio,

de fosfato de potasio dibisico,

de &Acido ascbrbico, 10 mg/10 ml de bilis de buey,

de buey, cons

1l gr de clo -

500 mg de fosfato de potasio monob8sice, 300 mg

1 gr de L-cisteIna-HCl, 100 gr

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 11.5 mg de cItrato fé&rrico de amonio y llevar a un vo=
lumen final de 500 ml. clarificar el medioc mediante la filtracidn
a través de papel Whatman # 1, esterilizar en autoclave a 121°C
durante 15 minutos.
Afiadir, en condiciones est&riles 25 ml de bilis bovina (previamen-
te inactivada a 56°C durante 30 minutos), depositar en botellas de
vidrio o pl&stico est&riles con tapSn de rosca. Hacer &sto en con=-
diciones est&riles con ayuda del flujo laminar Veco, dejar la bote
lla con el medioc en la estufa a 37°C por 24 horas como prueba de =
esterilidad.
8.3 Electroforesis en gel de poliacrilamida.
8.3.1 Preparacidn de las placas.
Preparar el gel de poliacrilamida con una mezcla de acri-
lamida 30 gr y N'N'bis~acrilamida 0.8 gr en 10 ml de agua
desionizada, filtrar por papel Whatman # 1 y guardar en =
un frasce color ambar.
8.3.2 Solucidn de Tris-HCl 1.5 M pH B.8
Disolver 18.5 gr de Tris-base en 50 ml de agua desioniza-
da, ajustar el pH con HaOH 1N y aforar con agua desioniza
da.
8.3.3 Soluci8n de Tris~HCl pH 6.8
Disolver 7.88 gr de Tris=HCl en 50 ml de agua desionizada,
ajustar el pH con HCl 1IN y aforar a 100 ml con agua desio

nizada.
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8.3.4 Solucifn de Lauril-sulfato al 10%
Pessr 10 gr de lauril-sulfato y disolver en 100 ml de
agua desionizada.

8.3.5 Solucidn reguladora para la muestra.
De una solucidn de Tris-HCl 1.5 M tomar 25 ml, y agregar
2 gr de Lauril-sulfato, 10 ml de glicercl, 5 ml de mer -
capto~etancl, 1 ml de azul de bromofenol al 0.1l%, y afo-

rar a 100 ml de agua desionizada.

PROCEDIMIENTO.

Preparar los geles o diferentes concentraciocnes, uno que sirve co-
mo espaciador c¢on concentracidn del 58§, y otro como gel separador
con concentracidn del 10%,

Composicidn del gel espaciador: 5 ml de la mezcla de acrilamida y
bis-acrilamida, 7.5 ml de Tris~HCl con pH 6.8, 0.03 ml de solucibn
de lauril-sulfato, 0.15 ml de TEMED (N,N,N'N' tetrametilamida),
0.01 ml de persulfato de amonio al 10% y 17.1 ml de agua desioniza-
da.

Composici8n del gel separador: 20.0 ml de la mezcla de acrilamida
y bisacrilamida, 15 ml de Tris-HCl con pH 8.8., 1.2 ml de solucidn
de lauril-sulfato, 0.02 ml de TEMED, y 0.1 ml de persulfato de amo
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 solucidn evitando hacer burbujas hasta aproximadamen
te 8 cm de altura, sellar con agua destilada.

Dejar a temperatura ambiente por espacio de 60 minutos, posterior-

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

8.4.1 Solucibn de transferencia

Pegar 9.075 gr de Tris-base, 43.2 gr de glicina, 600 ml
de metanol y 2400 ml de agua destilada.

8.4.2 Solucibn de blogueo
Pesar 8 gr de cloruro de sodic, 2.081 gr de etilendiaming

tetracetato, 2.5 gr de gelatina y disolver en 800 ml de ~
agua destilada.

8.4.3 Solucidn reguladora de fosfatos
Pesar 8 gr de cloruro de sodio, 0.2 gr de fosfato monobf-
sico de potasjo, 2.9 gr de fosfato dibisico de potasio,
1.6 gr de fosfato de sodio monobisico, 0.2 gr de clorurc

de potasio, 0.5 ml de Tween 20, disolver todo en 1000 ml
de agua destilada.

8.4.4 Solucibn de Tween-gelatina

Pesar 1 gr de gelatina y disolver en 200 ml de solucibn
reguladora de fosfatos conteniendo Tween 20,

8.4.5 Solucibn de lavado

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

Tween 20.
8§.4.6 Revelado del papel de nitrocelulosa.
Agregar 1 microlitro de tinta china negra Pelikan por
cada ml de la solucidn amortiguadora.
8.5 Hemaglutinacidn indirecta.
8.5.1 Solucifn de Alsevers

Pesar 2.05 gr de glucosa, 0.2 gr de citrato de sodio.
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Disolver todo en 100 ml de agua destilada y esterilizar

a 121°C durante 10 minutos.

Suspensidn de gl8bulos rojos de carnero.

Almacenar aproximadamente 50 ml de sangre de carnero en
100 ml de solucidn de Alsevers, y dejarlog madurar por 15
dfas a 4°C.

Preparacifn del antfgeno.

Los antfIgenos usados son las fracciones protefcas obteni-
das de la columna, las cuales se dializan contra cloruro
de sodio toda la noche.

Solucifn amortiguadora de fosfatos.

Preparar una solucidn de fosfato de potasio monob8sico
0.15 M y una solucidn Qe fosfato dib8sico de sodio 0.15
M. De la primera solucidn tomar 24 ml y de la segunda

76 ml, agregar al final un volumen igual de solucidn sa -
lina.

Soluci&én de 8fcido ténico

Tomar 1 ml de fcido tBnico aforar a 100 ml con agua des-
tilada de la cual se hace una dilucidn 1:2, con solucidn
salina.

Suero normal de conejo.

Por puncidn cardiaca obtener 50 ml de sangre, e inacti-
var el suero a 56°C durante 30 minutos.

Absorcifn de los gl8bulos rojos de carnero.

Con el suero normal de conejo absorver un volumen igual
de glBbulos rojos de carnero, incubar en bafio marfa

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

suerc absorvido.





