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RESUMEN

La giardiasis es una enfermedad parasitaria provocada por el prolozoo
entérico flagelado Giardia lamblia. Esta infeccién de distribucién
cosmopolita afecta principalmente a nitos en edad escolar, los. cuales
presentan manifestaciones clinicas muy variables, que van desde
infecciones asintométicas, cuadros diarreicos leves y/o esporddicos hasta
diarreas cronicas con sintomatologia extensa, otras manifestaciones
impontantes, y el sindrome de malabsorcion muy severo. Este
comportamiento heterogénea frente al huésped puede atribuirse a la
compleja relacién huésped-parésito, determinado en gran medida por
factores genéticos inherentes al parésito. El gen tsp11, el cual se encuentra
de forma muy conservada en el gendéma de Glardia lamblla, codifica para
una proteina de superficie rica en cistelna, con segmentos repetitivos de
Cys-X-X-Cys, y se ha supuesto su participacion en los mecanismos de
adherencia. Por ello, se propuso determinar {a variacion genética de Giardia
lamblia mediante {os patrones de restriccion del gen tsp11 y para elio se
obtuvo DNA de quistes de Giardia lambiia a partir de materia fecal y se
realiz6 una amplificacion del segmento de 520pb correspondiente al gen
tsp11, e cual posteriormente se cortd con enzimas de restriccion. Los
resultados mostrarop diferencias importantes entre fos - patrones de
restriccion de las 30 muestras estudiadas, lo cual permiti6 clasificarlas en 4
grupos, Estos resultados indican que el gen tsp11 presenta un polimorfismo
genético, lo cual podria estar relacionado con los diferentes niveles de
patogenicidad que presenta el huésped frente a Glardia.



INTRODUCCION
ANTECEDENTES

Giardia lamblia fue el primer parasito microscopico observado en la
especie humana. Fue descubierto por Leewoenhoek,! al parecer cuando
observaba una muestra de materia fecal en el microscopio y la describié en
una carta a la secretaria de The Royal society en 1681. Después de este
hallazgo se originé una controversia acerca de la nomenclatura de este
parasito. En 1859 Lambiz realiz6 la primera descripcion identificable y le dio
el nombre de Cercomonas intestinalis. Subsecuentemente durante el siglo
XIX divgrsos autores la clasificaron dando una larga lista de nombres‘ a
Giardla aislada de animales y humanos. En 1882 Kunster? creé el nombre
genérico de Giardia para designar prolozoos flagelados aislados de
intestino de batracios. posteriormente se observé que el protozoo de
batracios y el aislado de intestino humano era del mismo género. En 1888
Blanchard® sugirié que el parasito fuera denominado Jamblia para honrar al
profesor Lambl, Finalmente Stiles en 1915° creé una denominacion binomial
nueva, que hasta ahora se uliliza; Giardia lJamblia en honor al profesor
Alfred Giard de Paris, Francia y del profesor Vilem Lambl de Praga,
Che>coslovaquia. En la aclualidad se usan como sindénimos para nombrar a
Glardla otras nomenclaluras, como Giardia duodenalis y Giardia

intestinalis.



TAXONOMIA y CLASIFICACION

Al igual que ocurre con todos los organismos, la clasificacion de Giardia
cambia continuamente , no obstante la clasificacién que se considera en la

actualidad es la siguiente®:

Phillum Sarcomastigophora (organismos de una sola célula).
Subphillum: Mastigophora (flagelos como érganos de locomocion)
Orden: Diplomonadida

Suborden; Diplomonadina

Clase; Zoomastigophorea.

Familia;  Hexamitidae

Género:  Giardia

Especie : lamblia

Las especies de Giardia han s‘ido clasificadas por dos caracteristicas
principales, huéspedes de origen (organismo del que son aislados) y
morfologia del cuerpo medio dada por microscopia de luz’. En la figura 1 se
muestran los tipos de morfologta de Giardia, observados en tres especies:
G.agilis para los anfibios, G.muris de ratones y G.lamblia de humanos.
También se han observado diferencias no morfolégicas muy marcadas,
como son |a medida y el aparente nimero de cromosomas entre las tres

especies.?



Figura 1: Diagrama represaniativo de tres tipos morfoligicos de Glardia (A) G.agils, (B) G.muris y (C) G. Jambila,

* (Nohjnkové, 1992),



MORFOLOGIA

G.lamblia es un protozoo flagelado que presenta una fase infectante
(quiste), y una parasitaria, que es la entidad responsable de la patogénia
(trofozolto). Como trofozolto presenta una forma piriforme, de perfil mas
delgado que de frente, con un tamafio variable, que va de 9-20 p de longitud
por 5-12 de ancho. A diferencia- de otros protozoarios no presenta
membrana ondulante, esta constituido por un citoesqueleto consistente en
un cuerpo anterior, un cuerpo medio, una cara dorsal convexa y una ventral
plana, esta Ultima ocupada por dos depresiones adyacentes que constituyen
el disco suctor , una estructura concava que ocupa mas de la tercera parte
de la supericie ventral del trofozoito, y que actia como ventosa para
adherirse a la mucosa intestinal &' Tiene cuatro pares de blefaroplastos que
dan origen a los cuatro pares de flagelos (anterior, caudal, posterior y
ventral), los cuales acttan como 6rganos de locomocién, también se
observan nueve pares de microtibulos simétricamente colocados alrededor
de la parte exterior de cada flagelo, con dos microtibtlos en la mitad.!" Se
ha reportado un aparato de Golgi'? que ha sido observado en quistes
solamente, también se han reportado otros distintos organelos, como
vacuolas lisosomales, las que contienen una gran cantidad de hidrolasas,
entre las que se incluyen; fosfatasas, DNAasas y RNA asas,'314 presenta
dos nlcleos idénticos dispuestos a los lados de la linea media, estos
presentan una estructura ovoide y contienen un cariosoma central formado
por una masa densa de cromatina la cual esta disper;a en el nucleoplasma,
la membrana nuclear estd parcialmente cubierta por ribosomas, que

aparecen como pequerios cuerpos ricos en RNA 15



Figura 2: Morfologia del trofozolto (1) y ol quiste (2) de G.lsmbiia . A) Modelo esquembtico y B) Microscopia

electronica de barrido { Brock, D, Biology of microorganisms. 1989)



Durante el movimiento el parasito tiende g énroscarse sobre si mismo
imitando lo que se conoce como ‘"hoja que cae". Y gracias a los r4pidos
movimientos de sus flagelos, el trofozoito de Giardia se desplaza
activamente de un lugar a otro para aplicar su disco suctor a Ja superficie
epitelial, ademas los flagelos ventrales crean un Slstema de valvulas
hidrodindmicas que favorecen la adhesién; en base a algunos trabajos se ha
supuesio la participacién de las lectinas de superficie con especificidad para
residuos D-glucosil de |a superficie del enterocito, los que podrian actuar
como receptores, '®

Se reproduce asexualmente mediante un complicado proceso de fisién
binaria (figura 3), el cual se puede llevar 3 cabo en ambos estadios; como
quiste y como trofozoito, durante este proceso se lleva a cabo la division de)

Figura 3 .. Reproduccion de G.Jambila mediante fisién binaria (Lab de Iny en Parasitol, Hospltal Infantit de México, )



Los quistes son ovoides, miden aproximadamente 5 x 8 p, tienen una pared
gruesa constituida por carbohidratos, principalmente galactosamina y
glucosa, ademas de proteinas de membrana, contienen cuatro nicleos
pequefios los maduros, y los recién formados sélo dos.'™18 En general el
citoplasma esta encogido, separado de !a pared del quiste dejando un
espaclo entre los dos, y asi permanece hasla que es ingerido y
desenquistado en el intestino del nuevo huésped, en pruebas realizadas "in
vitro" se ha logrado inducir el desenquistamiento en medio Fosfato-
bicarbonato,' y esto ha servido para conocer més acerca de su estructura,
El quiste es relativamente resistente a las condiciones del medio ambiente y
a los acidos gastricos del estdmago del paciente, asi como a soluciones
cloradas y desinfectantes comunes, sin embargo se destruye facilmente a

temperaturas superiores a 50°C.
EPIDEMIOLOGIA

Giardia lamblia es el parasito intestinal mas frecuentemente aislado de
humanos y animales a nivel mundial y tiene especial prevalencia en nifios en
edad pediatrica de ciudades en vias de desarrollo.®? Es un parasito
cosmopolita pero con cifras de frecuencia muy variables dependiendo de las
condiclones sanitarias de cada regiony del nivel educativo de la gente, 22

Los reportes de trabajos hechos en México en los Uitimos diez afos refieren
que hay una variacion dependiente de la regién entre el 4.9%2y el 70%%
de incidencia, se puede presentar desde la lactancia pero es mas comin en
edades preescolar y escolar, sobre todo en nifos pertenecientes a familias
numerosas, orfelinatos, asilos y guarderias26? La infeccion es més

frecuente en -climas templados y calidos que en frios y presenta un -



- -

comportamiento caracteristico de alto porcentaje de frecuencia durante la
nifiez y hasta la pubertad, seguido en los afios posteriores por una rapida
disminucion del mismo, hasta mantenerse estable en la edad adulta, debido
principalmente a complicaciones, infecciones recurrentes o reinfecciones
Se ha demostrado cierta interferencia con el crecimiento y el aprendizaje en
aproximadamente el 45% de los pacientes infectados,

La distribucion por edad de los nifios con giardiasis muestra 21.4% en
lactantes, 41.7% en preescolares, 27.9% en escolares y 9% en los

adolescentes , estos datos se muestran en la figura 4. s

LACTANTES

PREESCOLARES "7

ESCOLARES

ADOLESCENTES

figura 4 : Frecuencia de glardiasis en nifios y adolescentes (Barnal, R.R. INDRE 1896)
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MECANISMOS DE TRANSMISION

En la figura 5 se ilustra de manera esquematica el ciclo bioldgico de
G.lamblia. La giardiasis es facilmente transmisible por fecalismo. se
adquiere por la ihgestibn de hasta diez quistes viables eliminados en las
heces de personas infectadas (1), los cuales pueden ser ingeridos de
diversas maneras. Segln los estudios de brotes epidémicos, se ha
demostrado que el agua juega un papel importante en el mecanismo de
transmision®, ya que, los quistes pueden localizarse en rios, pozos y
canales de riego, pero cualquier alimento, fomites y moscas domésticas
pueden servir de vehiculo. Otro mecanismo usual es el contacto intimo- de
individuos homosexuales masculinos infectados con no infectados,® y en
general cualquier mecanismo en el cual se ingieran de una u otra forma los
quistes, el quiste posteriormente pasa por el estémago, en donde gracias al
pH acido (2) se inician los procesos biogquimicos que dan lugar al
desenquistamiento en la luz intestinal (3), en donde se ileva a cabo la
replicacion por fision binaria (4). Después las dos células hijas permanecen
en el intestino adheridas a la mucosa (7) o so}n evacuadas en las heces
liquidas (5), cuando la materia fecal comienza a deshidratarse gradualmente
en su transito hacia el colén se lleva a cabo el proceso de enquistamiento
(8).32:33

Eventualmente se ha descrito invasion extraintestinal (6), sin embargo, estos
€asos son muy raros y |a mayoria de ellos estan asociados a patologlas del
intestino. Los quistes que van en la materia fecal depositada al aire libre (9),
contaminan agua y alimentos de consumo humano (10), iniciando

nuevamente el ciclo,

10



La mejor medida para prevenir la giardiasis es la implementacion de

‘medidas sanitarias eficaces que incluyen evitar. el fecalismo, el

hacinamienta y la contaminacidn de agua y alimentos, 3

figura 5: ciclo bloldglco de G.lamblla

)



PATOGENICIDAD Y CUADRO CLINICO

La giardiasis presenta manifestaciones clinicas muy variables, que va desde
cuadros asintomaticos, diarreas eventuales con pocas evacuaciones al dia
sin otras manifestaciones imporiantes , hasta cuadros de diarrea crénica con
el sindrome de malabsorcién muy severo y sintomatolbgia extensa.® Los
trofozoltos adosados a la mucosa intestinal actian como barrera para la
absorcidn de glucosa, grasa, proteinas, acido fdlico, vitaminas y lactosa,
debido a que como se ha observado histopatoldgicamente en biopsias de
pacientes, provoca un acortamiento y engrosamiento de las vellosidades
intestinales, interfiriendo con la asimilacién de nutrientes. También se ha
observado hipercelularidad de la lamina propia e inflamacién aguda de las
mucosas.® Después de administrar tratamiento, la arquitectura de las
vellosidades puede regresar a la normalidad y resolverse el problema de
malabsorcion, ¥ Otros factores de patogenicidad de Giardia lamblia son: la
competencia que establece con el huésped por los nutrientes, asi mismo, al
habitar duodeno y yeyuno en el intestino delgado favorece ia colonizacion
bacteriana de estos.3

Las manifestaciones extraintestinales se han reportado raramente, y cuando
eslo ocurre incluye: urticaria, % artritis reactiva® y retinitis,* sin embargo
estas complicaciones se deben a la respuesta inmune del huésped ante la

infeccion y no directamente al parasito.



RESPUESTA INMUNOLOGICA

Una evaluacién de la respuesta inmune del huésped frente a Giardia
considera el largo tiempo de la infeccién y el desarrollo aparente de una
parcial resistencia a reinfecciones.4 Algunos trabajos realizados en México,
sugleren la participacion de protelnas de superficie involucradas en la
adherencia, las que desencadenan una respuesta inmunoldgica de
* proteccién en el huésped®. La importancia de la respuesta humoral fue
sugerida inicialmente por el hecho de que se presentaba una infeccion
sintomética, larga y severa en pacientes con hipogammaglobulinemia.+
Estudios de la respuesta inmune especifica de Giardia en humanos
infectados voluntariamente mostraron niveles séricos de IgM en el 100%,
IgG en el 70% e IgA en el 60%, asi como IgA intestinal en el 50% de los
pacientes.*

Se ha observado una gran proliferacion de linfocitos en ratones infectados
con Giardia &4 |o que sugiere que las células T juegan un papel importante
en la eliminacion de la infeccion, siendo las células CD4 las mas
importantes, asl mismo, una recrudescencia de la infeccién ha sido
observada en gerbos (Meriones unguiculatus) infectados con G.lamblia
después de un tratamiento con corticoesteroides para suprimir la respuesta
inmune,® lo que indica que la inmunosupresion es un factor importante que
también interviene en la severidad de la infeccion, Existen estudios que
indican que los macréfagos pueden jugar también un papel importante en la
respuesta inmune a la infeccion por G.lamblia,* ya sea actuando como
células efectoras que inhiben la multiplicacion o destruyéndolos sobre todo
en las fases precoces de la infeccion. Se ha observado que los neutréfilos

atacan a los trofozoitos de G.lamblia® pero en giardiasis  no ocurren



infitrados polimorfonucleares, por lo tanto no hay evidencia de que los
neutréfilos sean de importancia en la eliminacién de la infeccion,

Sin embargo Giardia y en genéral los protozoarios presentan algunos
mecanismos de evasion frente al sistema inmunolégico del huésped, entre
ellos los mas comunes son.

El secuestro anatomico; Evaden ia respuesta inmunolégica desarroliando
quistes o habitando en la luz intestinal, donde las céiuias del sistema
inmunolégico no tienen un facll acceso, por lo que el parasito esta protegido
de los sistemas efectores del sistema inmunitario celular. .

Varlacién antigénica; Consiste - en la variacién continua de los principales
antigenos de superficie, es decir, en el momento en que el sistema
inmunitario ha respondido a la infeccién, el pardsito expresa nuevos
antigenos y no vuelve a ser mas un objetivo a eliminar para el sistema

inmunitario.
DIAGNOSTICO

Ei analisis coproparasitoscopico de Faust en serie de tres es, en general, la
primera prueba -diagnéstica desarroliada en pacientes con sospecha de
glardiasis.® Esta técnica consiste en la observacion por microscopia de luz
de los quistes obtenidos por flotacion a parlir de muestras fecales
recolectadas en tres dias consecutivos y la probabilidad de observar los
quistes es aproximadamente entre el 50-70% dependiendo en gran medida
de la habilidad del investigador clinico, y debido a que la eliminacion de
quistes es intermitente, se dan con frecuencia falsos negativos.52

Los quistes pueden también ser detectados por inmunofluorescencia.® y por

fluoroscopia se descubre a veces hipermotilidad del duodeno y el yeyuno,

1



asi también los analisis radiogréaficos revelan en algunos casos defectos en
la mucosa.

La deteccion de antigenos de Giardia por contrainmunoelectroforesis™ y
ELISASS (enzime linked inmune sorbent assay) usando anticuerpos contra
trofozoitos, es reportada como mas sensible y sencilla, pero no es costeable .
realizarlas rutinariamente, excepto para laboratorios de investigacion,
Recientemente se ha implementado la técnica de Reaccion en Cadena de
la Polimerasa como prueba de diagndstico para G.lamblia, a cual es méas
especifica, sensible y sencilla, s por lo que podria representar una aiternativa
viable para el futuro del diagnéstico de Giardia lamblia, sobre todo para el
seguimiento de la infeccién, y para facilitar el desarrollo de la terapia

especifica, sobre este tema se abunda mas adelante en otro apartado,
TRATAMIENTO

Existe una gran lista de agentes antiparasitarios efectivos en el tratamiento
de la giardiasis, que incluye Quinacrina, Metronidazol, Nitroimidazoles y
Furazolidonas,” Estos agentes generalmente no actuan sobre el quiste, si
no directamente sobre el trofozoito.®® EI tratamiento de humanos
asintomaticos siempre ha sido controversial y la decision se toma con base
en las ventajas de salud publica, ya que los portadores pueden contagiar a
otras personas con las que conviven cotidianamente.® Para eliminar la
infeccién en una familia es necesario dar tratamiento a todos sus miembros
simuitaneamente y principalmente a los nifios.

15



GENETICA

El estudio de Giardia mediante los andlisis genéticos clasicos es muy
importante y puede ser de gran ayuda para entender su biologia. El
contenido de G + C, del genébma de este parasito ha sido calculado en
aproximadamente el 42% , pero el contenido de C + G del DNA ribosomal
ha sido calculado en el 75%.%0

Poco se sabe acerca de la informacion genética de los dos ntcleos
morfolégicamente equivalentes de Giardia lamblia 8 los cuales contienen
en su estructura cantidades idénticas de DNA y presentan una sincronia en
su replicacion, ademés ambos presentan cantidades equivalentes de RNA
transcripcionalmente activo.t? El nimero de cromosomas por ntcleo ha sido
estimado en cuatro por microscopia de luz del nucleo tedido con
Fiuorescencia (DAPI), sin embargo, algunos autores reportan la existencia
de cinco o sels cromosomas.®

Aln son necesarios muchos estudios para aclarar !a controversia de la
ploidia de Glardia. Algunas observaciones han demostrado que cada
trofozolto contiene aproximadamente 30-50 moléculas de DNA '

cromosomal,®

una posible explicacion es que los trofozoitos de Giardia son
poliploides y contienen varias copias de cada cromosoma por nlcleo. La
ploidia de este organismo aun no ha sido determinada, pero se han
observado algunos patrones electroforéticos coincidentes con diploidia para
un numero determinado de enzimas & dando un total de cuatro cromosomas,
sl cada nticleo tiene un sélo cromosoma y 8 si cada nuicleo tiene diferentes
cromosomas. El RNA de Giardia lamblia es muy peculiar, ya que , es mas
pequeito que en otros eucariontes y que el de las Eubacterias, por ello se

ha clasificado a Giardia como el mas primitivo eucariote 6
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El DNA ribosomal contiene solamente 5566pb y .es tandomeramente
repetitivo en el genoma®’ los tandomeros codifican para la subunidad grande
(28S), la subunidad pequefa (16S) y formas de 85s, cada una de las cuales
es mas pequefia que su contraparte en otros organismos eucaritticos.®®
Poco se conoce acerca del mecanismo de traduccién de Giardia. pero
existen evidencias que demuestran que la iniciacién puede ser diferente a la
que se lleva a cabo en los eucariotes superiores. De la secuencia para
cDNA clonado obtenida y confirmada por la secuenciacién de RNA, se ha
descubierto una region no traducida muy corta, de no mas de 6
nucledtidos,* en contraste solo 4/699 mRNA de vertebrados ha mostrado
secuencias de menos de 10 nucledtidos de largo, ya que en estos
Vorganismos los mRNA con secuencias cortas son generalmente traducidos
ineficientemente.  Ei mecanismo propuesto para la iniciacién de la
traduccion eucariotica es el modelo scanning’®; El nuclestido 5° terminal de
mRNA tiene una estructura de capuchdn metilado, el cual tiene una funcion
establilizante. La subunidad pequefia RNA se une al capuchdn y se mueve a
lo largo del mRNA hasta reconocer el sitio de iniciacién marcado por el
codon AUG, donde se inicia la traduccion, El sitio de reconocimiento
(secuencia Shine- Dalgarno) UAAGGAGG localizada 5 ¢ 10 nucledtidos
antes del codoén de iniciacion, ha sido observada en algunas secuencias de
Giardia, sin embargo en estos casos no existe relacion entre la localizacion
de esta secuencia y la de Ja iniclacién del codén.

La transcripcion es muy similar a la de ofros eucariotes . Se ha identificado
una posible caja TATAA en las clonas genomicas que han- sido
secuenciadas,”" sin embargo se desconoce si alguna de estas secuencias

presenta afinidad por la RNA polimerasa.



Al clonar algunas lineas celulares de diversos aislados de G./lamblia se ha
observado con gran frecuencia que continuamente aparecen varianies
antigénicos.”? Algunos genes que han sido clonados codifican para
polipéplidos ricos en cistelna y son expresados como antigenos de
superficie en trofozollos. 73 '
Peter L. Ey y colaboradores han reportado la caracterizacién de un gen, al
cual han denominado Tsp11, este gen es altamente conservado entre cepas
de Giardla aisladas de lugares geograficos muy lejanos y presenta una
secuencia consenso en los extremos terminales, asimismo en algunas cepas
se ha observado un gen con caracteristicas similares, que presenta esta
| secuencia consenso pero que no esta presente en lodas las cepas

aisladas’™.



REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA

La reaccion en cadena de la polimerasa, lamada PCR por sus siglas en
inglés, es un procedimiento bioquimico ‘“in vitro", mediante el cual las
cadenas individuales del DNA blanco son duplicadas por la DNA polimerasa
en cada uno de los ciclos que integran la reaccidn, al final de las cuales, las
nuevas cadenas vuelven a ser duplicadas por la misma enzima lograndose
una produccion exponencial de millones de copias del gen o segmento del
DNA especifico, el gual es determinado por un par de oligos sintéticos,
correspondientes a las regiones terminales de la secuencia que se desea

amplificar.”

Ay s 3

Figura &: Reaccidn en cadena de ia polimerasa



La PCR consta de varios ciclos y cada ciclo a su vez esta constituido por
tres pasos, los cuales estan determinados por temperaturas y tiempos
especificos’ del mismo modo. como se muestra en la figura 5.

a) Desnaluralizacion: (92-98 °C durante 30-90 seg), en este paso se
separan o desnaturalizan las dos cadenas complementarias del ADN blanco.
b) Alineamiento: { 50-60 °C, 30 a 60 seg), Aqui se realiza el apareamiento
especifico entre los iniciadores o iniciadores y las cadenas sencillas del
ADN blanco desnaluralizado.

¢) Extension: ( 70-74 °C, 30-90 seg), Por ultimo la polimerasa extiende ia
longitud de los iniciadores apareados, utilizando los desoxinucledtidos libres,

formando asi las nuevas cadenas.

ENZIMAS DE RESTRICCION

Las enzimas de restriccion también. llamadas endonucleasas de restriccion
son herramientas muy (tiles en bioquimica, reconocen secuenc':vias
especificas en el DNA de doble cadena y cortan ambas hebras en lugares
concretos . Fueron descubierlas por Werner Arber, Hamillon Smith y Daniel
Nathans””, Se han encontrado enzimas de restriccion en una gran variedad
de procariontes y su funcion biologica consiste en reconocer y destruir
moléculas de DNA extrafio, mientras que el DNA propio de la célula no se
degrada debido a que los centros que reconocen sus propias enzimas de
restricclon estdn metilados. Muchas de estas nucleasas reconocen
secuencias especificas de entre cuatro y ocho pares de bases e hidrolizan
un enlace fosfodiester en cada hebra de esta region, una caracteristica
notable de estas secuencias son palindrdmicas y los puntos de corte estan
dispuestos simétricamente, Las enzimas se nombran con una abreviatura de
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tres letras que se refiere al organismo hospedador. La eficacia de las
enzimas se determina por digestién del DNA del fago A, y mediante un gel
de electroforesis de agarosa se determina el patrén de restriccion, el cual ha
sido ampliamente reportado en la literatura, En la sigulente tabla se

muestran en resumen las propiedades de algunas enzimas de interés para
este estudio™. '

ENZIMAS DE RESTRICCION
PROPIEDADES

ENZIMA | HUESPED | SITIO DE
DEORIGEN| CORTE

Bam Hi "Baclltys GIGATC
amiloliquefaciens
Eco RI E.coli RY13 GIAATCC

Pst | H.influenzae Rd AJAGCTT
Hind i P, stuartii CTGCA/G

Figura 7: Propiedades de algunas enzimas de festriccién. (Clontech catalogues 1992-93.
Uniparts S.A. divisién laboratorios,)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Giardia  presenta en su estructura  dos nacleos morfolégicamente
equivalentes que conlienen cantidades similares de DNA, ambos se dividen
sincronicamente y contienen RNAribosomal transcripcionalmente activo.’
Una gran variedad de genes que codifican para polipéptidos de superficie
han sido Identificados y clonados en diversos aislados axénicos de
G.lamblia, estos genes presentan secue_nclas consenso en los extremos
terminales del fragmento codificante. Los polipéptidos predichos para estbs
genes se caracterizan por la presencia de mdltiples copias de cuatro
aminodcidos (C-X-X-C)."*®

En el presente trabajo se plantea la digestion con endonucleasas de
restriccion para el gen tspV1 181, el cual es muy conservado en el genéma de
Glardia, esto con el fin de determinar mediante los patrones de restriccion
obtenidos las diferencias genéticas entre cepas de la misma especie®?,

Los diferentes niveles de virulencia y sintomatologia que produce Giardia
lamblia sugieren que presenta una plasticidad genética de cepa a cepa
debido, a un gran polimorfismo, ya que tiene un genéma con unidades de
repeticidn susceptibles de cambiar, por esta razon es importante determinar
las caracteristicas de cada cepa y ‘diferenciarlas de acuerdo a su
variabilidad genética. Se ha elegido el gen tsp11, por estar altamente
conservado entre especies de G.lamblia, ademas de que la proteina
codificada por este gen presenta caracteristicas muy interesantes que
podrian estar relaclonadas con la capacidad de adherencia del trofozolto a

la mucosa intestinal.
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HIPOTESIS

Al digerir con enzimas de restriccion el segmento correspondiente al gen
tsp11 de Giardia lamblia en diferentes aistados, sera posible mediante el
palrén de restriccién diferenciarlas genéticamente y evidenclar asl su
polimarfismo. l

OBJETIVO a

Determinar la variacion genética de G.lamblia mediante los patrones de 3
restriccion del gen isp11 obtenido par amplificacidn a partir del gendma total

de quistes presentes en heces fecales, qtlllzando las enzimas Bam HI, Eco
RI, Pst 1y Hind Hil.
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DISENO DE INVESTIGACION
POBLACION

Se utilizaron 30 Muestras de materia fecal de nifios en edad preescolar y
escolar (4-10afos), positivas a Giardia Jamblia por el mélodo

coproparasitoscépico de Faust,

TIPO DE ESTUDIO

Experimental.
Prospectivo,
Transversal

Descriptivo

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Se trabaj6 con 30 muestras fecales de nifos entre 4-10 aflos de edad
(preescolar y escolar). De sexo indistinto que asistieron al laboratorio de
Parasitologia del Hospital Infantil de México. Las muestras fecales
resultaron positivas a Glardia lamblia por el meélodo coproparasitoscopico

de Faust.
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VARIABLES

VARIABLE DEFINICION MEDICION
El nimero de fragmen-|El nimero de frag-
tos obtenidos de laimentos se observo
digestion, de acuerdo ajmediante electroforesis
Numero y tamaiode }la cantidad y la lo-jen un gel de agarosa, el

fragmentos digeridos

calizacion de sitios es-
pecificos en el gen.

tamaflo en pb se
determind mediante PM
estandar (p/ Hind ill).

Concentracién de la
enzima

Una wunidad (U) de
enzima se define como
la cantidad de enzima

_|requerida para digerir

completamente 1pl de
sustrato en una hora.

La concentracion de
enzima se manejé en
Uiml de solucion y se
determino mediante di-
ferentes ensayos con el
sustrato.

Tiempo y temperatura
de digestion

El tiempo necesario
para que la digestion del
fragmento se lleve a
cabo a una temperatura
determinada.

Temperatura en °C (30-
40).

Tiempo en horas (1-24)
Para determinar la
temperatura y el tiempo
optimos se realizaron| -
diferentes ensayos.

Numero de aislados

Cada muestra de mate-
ria fecal positiva a
Giardia se considerd un
aislado,

Condiciones de
amplificacion

estas condiciones impli-
can liempo y tem-
peratura de cada seg-
mento del programa.
Concentracion de los
reactivos y secuencia
del iniciador.

Tiempo: Minutos
Temperatura; °C
Iniciadores: = especificos
para el gen tspi1 de
G.lamblia.

Tabla 1: varlables importantes a conslderar en el estudlo
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MATERIAL
BASICO

-Tubos Falc6n de 50ml{COSTAR)

-Micropipetas de 10, 50, 100 y 1000ul (COSTAR)

-Puntas estériles para micropipetas. (COSTAR)

-Tubos Eppendorf de 1y 2ml de capacidad.(COSTAR)

~Molde de 8 x 10 x 0.5¢cm con peiné de 20ml de capacidad.(Bio-Rad)
~-Camara horizontal de electroforesis para gel submarino.(Bio-Rad)

© -Material bésico de cristaleria.(Merck)

EQUIPO

-Bafio metabélico.(JM Ortiz)

-Centrifuga RT6000B (Dupont)

-Vortex Genle 2 (Flsher)

-Espectrofotometro DU640 (Beckman).

-Estufa de incubacion (Queue).

-Termociclador (Perkin Elmer Cetus.)

-Fuente de poder (LKB Bromma),
~-Transiluminador de luz UV (HOEFER),

-Camara fotogréfica instantanea. DS34 (Polarold.)
-Microcentrifuga modelo 10 (COSTAR)
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REACTIVOS

-Cloruro de sodio (NaCl) 0.15M (4011621578 Merck)

-Etilen diamin tetracetato (EDTA) 0.5M y 1mM (E1105 Técnica Quimica)
-Proteinasa K 0.1mglml.(39450-01-6 Sigma)

-Lauril sulfato de sodio {SDS) 0.5% {L5750 Sigma)

-Fenol equilibrado pH 8 (P1037 Sigma)

-Cloroformo (9180-63 Baker)

-Alcohol isoamliiico (Baker)

-Eter QP. (9240-63 Baker)

-Acetato de sodio 3M. (Sigma)

-Etanol QP. (103165)

-Trisma base 10mM (Ti503 Sigma)

-RNAasa 200pg /mi (R5376 Sigma)

-Enzimas: (BioL.abs) Hind lll, Eco RI, Bam Hi, Pst|.

-Agarosa para biologla molécuiar 1% (N930-2774 P-Express)

-Acido bérico (Sigma)

-Bromuro de etidio 0.5ug/mi, (E8751 Sigma)

-Kit de amplificacion, PCR Reagent Kit. (N801-0055 Perkin Elmer Cetus.)
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METODOLOGIA

AISLAMIENTO DE DNA (Método fenolico)

Para obtener el DNA de los quistes presentes en materia fecal se empleo
una técnica descrita por Sambrook® en 1989, la cual esta basada
principaimente en el uso de disolventes organicos para lograr una
separacion de fos acidos nucieicos del resto de la materia celular.

De la muestra de materia fecai se tomaron aproximadamente 5mg de
muestra, se resuspendio en 5ml de agua destilada y se homogeneizo
perfectamente la muestra. Se centrifugd a 1000 rpm por 5 min y se tomaron
aproximadamente 3mi de sobrenadante. Se agregaron 8.5ml de buffer de
lisis (NaCI-EDTA). Posteriormente se afadié protelnasa K hasta una
concentracion de 20pg/ml y SDS (Duodecil sulfato de sodio) hasta una
concentracion final del 0.56%, se incubd la muestra durante 2 hr a 500C. Una
vez concluido el periodo de incubacion se agregdé un volumen de fenol
precalentado a 60°C, seguida de una agitacion vigorosa en vortex, Se
realizd una centrifugacién durante 10min a 5000 rpm a 49C. En el
sobrenadante se encontraba el DNA en solucion, se recogi¢ esta fase en un
tubo limplo y se repitié el procedimiento de extraccion con: fenol-cloroformo-
alcohol isoamiiico (25:24:1), cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y eter,

Una vez obtenida la ultima fase acuosa se agregaron 2.5 volimenes de
etanol frio y 0.1 volumen de acetato de sodic 3M para inducir la
precipitacién, Se mezclé suavemente hasta que la madeja de DNA se hizo
evidente y se dejo precipitar durante 12hrs a -200C, en seguida, se
centrifugd durante 20min a 5000 rpm a 49C y se elimind el sobrenadante,
una vez seca ia pastilla se resuspendié en 1mi de TE (Tris-EDTA) y se
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homogeneizé completamente, se agregaron 100ul de RNAasa y se coloco
en un bafio metabélico a incubar durante 30min a 37°C. Posteriormente se
realizé una extraccion con fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y se
agregaron 2.5 volimenes de etanol frio y 0.1 volimenes de acetato de sodio
3M, se Incubd en hielo durante 20min para inducir la precipitacién. En
seguida se centrifugd en las condiciones anteriormente sefialadas, se
eliminé el sobrenadante y se resuspendio la pastilla de DNA en agua miliq
estéril, Las alicuotas se almacenaron en refrigeracion hasta su uso.

Este procedimiento se realizd también con un cultivo axénico de G./lamblia
cepa Portland-1, la cual es una cepa de re!erehcia. cultivado en medio
Dlamond TY-S-33 para obtener DNA génémico y utilizarlo como control.
Esta muestra se trabajo paralelamente con las demas en todos los
procedimientos. |

AMPLIFICACION por PCR

Se realizd una amplificacion’™ a partir de 200ng de templado (DNA) en un
volumen de reaccion de 100y, conteniendo: MgClp 1.5mM, una mezcla de
deoxinucledtidos trifosforilados 10uM, 2.5U de Taq* DNA polimerasa,
140ng/ul del Primer de sentido (+) 5'-ACGACGGTACTAAGGGCACGTG-3'
y 140 ng/p! del Primer de reversa (-) 5-TATCCTGGAGCTCACAGCTTACA-
TGTTGTAGCTGCTCCA-3', Buffer especifico para PCR 1X (10mM de Tris-
HC! pH 8.3, 50mM de KCI). E! programa de amplificacion consistié en un
periodo inicial de 4min a 959C, 30seg a 95°C, 30seg a 589C, 1min a 720C
(10 ciclos). seguido por 45seg a 949C, 30seg a 60°C, 1.25min a 720C (30

ciclos) y una extension final de 10min a 729C,
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CORTE CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Se realiz6 una digestién™ de todas las muestras de DNA amplificado en una
mezcla de reaccion de 30ul. con las siguientes enzimas Bam H1, Eco R,
Hind llly Pst1, '

En un tubo eppendorf estéril se colocd 1 volumen de la solucion de DNA
amplificado equivalente a 1 ug de DNA, se agregaron 3 ul de buffer 10X
especifico para la enzima, se mezclo perfectamente y se adicionaron 65U
de enzima, se mezclo nuevamente y se agreg6 agua estéril hasta completar
30ul. Enseguida se procedio a incubar a 379C durante 16 hrs La reaccién
se detuvo adicionando 5ul de EDTA 0.5Ma pH 8.

ELECTROFORESIS

En un tubo eppendorf se colocaron 10ul de ia muestra de DNA digerida
mas 1ul de colorante jugo azul 10X (Xilencianol-Azul de bromofenol) y se
deposito la mezcla en un pozo del gel* para correrla electroforeticamente a
100 V por 45 minutos, posteriormente se observo en un transiluminador de
|qu UV para apreciar el corrimiento, y se toma una fotografia del gel.

*Ver apéndice para la preparacion del gel.
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REAGEION N CADENA OG- A AQLIERAGH

MEZCLA DE REACCION
- 300ng DE DNA
" - 2.5 u DE Taq POLIMERASA
- Iniciadores (tsp 11)
- dNTP's 10uM
- MgCil2 25mM

- 100uL DE BUFFER 1X

CONDICIONES DE AMPLIFICACION
-4 MIN 95°C

- 30SEG 95°C
30SEG 58°C |- 1ocicLos
1MIN 72°C

- 456SEG 95°C|
30SEG 60°C
1.25MIN 72°G

— 30 CICLOS

- 10 MIN 72°C
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NSRRI

1y DE DNA
AMPLIFICADO
l

65U DE ENZIMA
EN 30ul DE BUFFER 1X

INCUBAR 37°c
POR 16 HRS.

ADICIONAR 5y
DE EDTA 0.5mM pH 8
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BLEQTRERARESIR

_ 15uL DE DNA Y
2ul. DE JUGO AZUL

COLOCAR EN UNA CAMARA
Y ADICIONAR TBE

COLOCAR CADA ‘MUESTRA

EN UN POZO

CORRER A 100V
DURANTE 30min
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RESULTADOS
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FIGURA 8.- Electroforésis en gel de agarosa al 1% del DNA
amplificado de las 30 muestras de DNA obtenido a partir de materia
fecal. En la figura se observan las amplificaciones de las muestras de
DNA de quistes aisladas a partir de materia fecal, se observa la banda
correspondiente al gen tsp11 de aproximadamente 520 pares de bases,
utilizando como control positive una ampiificacion de DNA aislado de un
clltivo axénico de Glardia lamblia {A) y como control negativo ia mezcla
de reaccion con DNA de Entamoeba histolytica.

La reacclon en cadena de la polimerasa en esle caso- resuitdé de gran
utilidad para incrementar la cantidad de DNA, de tal manera que, su
manipulacion fuera posible. En este caso en algunas muestras se observa
un pequefo barrido, ya que no fue posible estandarizar la concentraciéon de
DNA de Giardia lamblia, esto debido a que se parti6 de 200ng de DNA
total, de diferentes orlgenes, y es por eilo que la concentracion final es
variable para cada amplificado y por ello se observan bandas de diferente
intensidad, sin embargo el tamafio del fragmento amplificado no se ve
modificado en ningin momento,
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FIGURA 9.- Digestion del DNA amplificado utilizando la enzima Hind
I, El DNA amplificado correspondiente al gén tsp11 fue digerido con la
enzima Hind Hli, la cual proviene de una cepa de H. influenzae y recanoce
la secuencia A/AGCTT.

La digestion se llevd a cabo con 65U durante 16hrs y se observé el patron
eteclroforético observado en ta figura, en algunos casos se muestran dos
o mas sltios de restriccion y en ofros solamente uno. El 47% de los
aislados de Giardia mostré un solo corte de restriccion de 220 o 298 pares
de bases. Das fragmentos de restriccion se observaron en el 44% de los

aislados, mientras que, en un aislado se observan tres cortes y en el 6%

de los casos se observan mullicortes. Estos datos sirvieran para agrupar
las muestras, lo que se observa en la tabia 1.
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FIGURA 10.- Digestién del DNA amplificado utilizando la enzima Bam
H1. La enzima Bam H1 proviene de una cepa de Bacillus
amiloliquefaciens y reconoce e hidroliza la secuencia palindromica
G/IGATC.

De igual forma que con la enzima Hind lll, se realiz6 la digestion con Bam
H1, en idénticas condiciones. .

Con esta enzima se observaron patrones de electroforésis muy peculiares,
ya que, con gran frecuencia se observaron barridos muy extensos, sin
embargo se desconoce si fue debido a la degradacion de DNA o a la
presencia de multicortes,

Con la enzima Bam H1 se observd en el 67% de los casos un solo
fragmento de 220 pares de bases. dos fragmentos en el 20% y tres en el
3%, ademés en el 10 % de los casos se abservé la presencia de
multicortes. Sin embargo lo mas relevante de esta figura fue la presencia

de barrido como ya se menciono antes.
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' FIGURA 11.- Digestion del DNA amplificado utilizando la enzima Pst 1

La enzima pst 1 proveniente de la bacteria Providencia stuartii se utilizo
para digerir los DNA amplificados de las treinta muestras. Esta enzima que
reconoce la secuencia CTGCA/G se trabajo a 37°C duranté 16 hrs y
presento el patrén de restriccion mostrado en fa figura.
Con fa enzima Pst | fue muy frecuente observar miltiples sitios de
restriccion def DNA, sin embargo a diferencia de la enzima Bam H1t en
este caso, aunque se observan barridos, estos no se observan tan difusos.
En este caso se observan multicortes en el 13% de los aisiados , un corte
en el 34%, dos fragmentos en el 43% y tres en el 10%.

43



-
-




FIGURA 12.- Digestién del DNA utilizando la enzima Eco Rl

Esta enzima es obtenida de Escherichia coli y reconoce la secuencia
G/AATCC, fue utilizada para digerir el DNA amplificado, para ello se
emplearon 65 U, incubando a 37°C durante 16hrs.

En este caso no se observaron multicortes y en 1a mayoria de las muestras
(50%) se observaron 2 fragmentos de tamaio muy similar, En el 47% de
los casos se observo solo un fragmento de restriccion y solo en una
muestra equivalente al 3% se observaron tres fragmentos,
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CLASIFICACION DE LOS AISLADOS

GRUPO Hind Bam HI | Pstl Eco Rl
GRUPO 1 14 /30 20730 10/30 14130
220 0 298 pb (47%) (67%) (34 %) (47%)
GRUPO 1l 13130 6 /30 13130 15/30
220'Y 396 pb (44%) (20 %) (43%) (50 %)
GRUPO i 1130 1730 3 /30 1730
220,344,396pb (3%) (3% ) (10 %) (3%)
GRUPO IV 2130 3/30 4730

+de 3 sitios (6%) (10%) (13%)

TABLA 2: Cla.siﬁcacién de las 30 muestras de DNA digerido de
acuerdo al nimero y tamafio de cortes obtenidos con las diferentes

enzimas de restriccion. En la tabla anterior se presenta un resumen de
jos datos obtenidos durante a digestion. En la tabla se presentan los cortes
de las 30* muestras de DNA de acuerdo al numero y tamafo de los
fragmentos de restriccion obtenidos con las enzimas, y la clasificacion de las
mismas en cuatro grupos, dentro de los cuales se incluyeron todas las

muestras,

46



DISCUSION

Este estudio describe el polimorfismo genético de G.lamblia determinado
por el nimerc y tamafio de los segmentos de restriccion (RFLP’s)
obtenidos tras un tratamiento enzimatico del gen tsp11 con endonucleasa
especificas de restriccion. En primer lugar se realizé una extraccion de
DNA de G.lamblia a partir de muestras de materia fecal, mediante la
técnica descrita por Sambrock en 1989, la cual esta basada en el uso de
disolventes para eliminar materia organica celular de una solucién acuosa,
en la cual permanecerdn solo los acidos nucleicas, posteriormente
utilizando los iniciadores especificos propuestos por Ey PL. y
colaboradores en 1992, se amplifico el fragmento correspandiente al gen
pst11, logrando obtener un segmento de 520pb. L.a amplificacion por PCR
ademas de proporcionar moléculas del gen en cantidades suficientes para
visualizarlo y manipulario experimentalmente, present6 {a utilidad de
compraobacion del diagnostico de Giardia en la muesira biolagica, ya que
se amplifica un segmento especifico para este parasito.

E! tratamiento del DNA amplificado con endonucleasas de restriccién, se
llevd a cabo con las enzimas Hind Hil, Bam Hi, Pst 1 y Eco R1 y mediante
una electroforésis en gel de agarosa fue posible determinar la actividad
enzimatica sobre las cadenas de DNA, esto a su vez, permitié distribuir las
treinta muestras en cuatro grupos (tabla 2), de acuerdo al numero y
tamafo de los fragmentos obtenidos después de la digestion, Con las
enzimas Hind Hl y Pst 1 fue posible distinguir la presencia de cortes en el
gen tsp11, dando como resultado fragmentos de 220, 396, 344pb y en
algunos casos mas de cuatro fragmentos, esto permitio determinar
diferencias a nivel genético del gen tsp11. Con la enzima Eco R1 se dio un
caso simliar, es decir, se observo la presencia de uno o dos cortes, de

igual forma que con las enzimas antes mencionadas excepto que, en este
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- caso no hubo multicortes en ninguno de los aislados. Con la enzima Bam
H1 se observd una siluacion opuesta, ya que, en la mayoria de los
aislados se observaron varios fragmentos incluyendo la banda comin a los
demas -aislados, sin embarga con esta enzima, los patrones visualizados
en los geles presentaban mucho barrido, lo que puede indicar que la
enzima tiene una gran aclividad sobre la cadena de DNA, y que ocasiono
la degradacion de la misma. Estos datos ponen de manifiesto el
polimorfismo genélico del gen tsp11, el cual es especifico de Giardia, y
codifica para una proteina rica en cisteina que se encuentra en la
superficie del trofozoito, lo que a su vez suglere que la diferencia en el gen
tsp11 podria explicar los diferentes niveles de patogenicidad que presenta
este parasito frente al huésped, ya que se ha observado que la cantidad de
cisteina en las proteinas de‘ superficie determinan la afinidad por los
enterocitos, en él mecanismo de adherencia, lo que hace a Glardia mas
resistente a la respuesta del organismo, asi como a algunos farmacos, sin
embargo, para -_poder afirmar este hecho se debe realizar un estudio mas
exienso, en el cual se relacione ei cuadro clinico del paciente con
glardiasis con el patron de restriccion de G.lamblia.

Este criterio ya ha sido empleado previamente para diferenciar y agrupar
aislados clonados de Giardia utilizando genes diferentes al gen tsp11, por
ejemplo, existen algunos trabajos basados en la amplificacion por PCR de
un gen ribosomal, lo que ha permitido observar |a diferencia entre cepas
humanas y de otros huéspedes.”® Por otro iado, algunos trabajos
realizados sobre el polimorfismo de Giardia®* mencionan metodologias
slmlléres a la que se llevo a cabo en este trabajo, sin embargo, en su
mayoria se han trabajado con material genético manipulado en el
laboratorio con técnicas de ingenieria genética y este hecho modifica en
alguna forma el arreglo molecular del DNA sobre todo en un genéma tan
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susceptible de cambiar cuando hay cambios en su microambiente, como
es el de Giardja, ya que se ha demostrado que al aislar trofozoitos de
pacientes con giardiasis crénica y manipularios genéticamente se
observan caracteristicas diferentes anles y después de -cullivarlas
axenicamente®, lo que demuestra la gran plasticidad del genéma de
Glardia para modificar sus caracteristicas por mecanismos que no se han
determinado aun, también se ha observado la variacion antigénica de las
proteinas de superficie de los trofozoitos cultivados axenicamente, esto
Uttimo ha podido demostrarse, mediante estudios inmunolédgicos con
anticuerpos monoclonales.”” En el presente trabajo se ha utilizado material
genélico de quistes de Giardia obtenidos directamente de pacientes
pediatricos, lo que conlleva un proceso mas corto y mas representativo del
estado clinico del paciente, ya que no se da la oporlunidad de que se
lleven a caho 'arreglos genéticos porque se- obliene el DNA
inmediatamente.

El polimorfismo genetico de Giardia ha sido un tema de interés en los
Gltimos afos, tomando en cuenta sobre todo que hasta hace poco este
parasito se consideraba comensal y no se le daba la importancia que en
realidad merece, por ofro lado debido a que el genéma de Giardia es muy
susceptible de cambiar al modificar su microambiente, su estudio ha sido
muy dificil y, por lo tanto se conoce aln muy poco acerca de la genética,
fisiologia y en general biologia de Giardia, por lo que este trabajo
pretende contribuir al entendimiento de la biologia de Glardia lamblia, con
el propdsito de comprender mejor el desarrollo de la infeccién y de esta
manera lograr tratamientos mas adecuados con el fin de mejorar la calidad
de vida de 1a poblacién en edad pediatrica, ya que si bien la giardiasis no
es una enfermedad letal, si afecta de manera significativa el desarrollo
fisico e intelectual de los nifios.



CONCLUSIONES

Los patrones electroforéticos del DNA de Giardia lamblia, correspondientes
al gen tsp11, que fueron sometidos a digestion con diversas enzimas de
restriccion (Bam Ht, Pst 1, Eco R1 y Hind Ill) mostraron diferenclas
significativas con base en el numero y tamaiio de los fragmentos
visualizados mediante electroforésis. Estos resultados indican que el gen
tsp11, el cual codifica para una proteina de superficie rica en cisteina,
presenta polimorfismo genético, lo cual puede estar directamente
relacionado con los mecanismos de patogenicidad, sin embargo para
ratificar este hecho se requiere de un estudio que relacione los patrones de
restriccion con el cuadro clinico del paciente.

La metodologia llevada a cabo represento una herramienta Gtil para poner
de manifiesto el polimorfismo de este gen, lo que significa que pueden ser
utilizadas para lograr avanzar en el conocimiento de la biologia de Glardia
I?mblia, en beneficio de la poblacién pediatrica,
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APENDICE 1

PREPARACION DE REACTIVOS
AMORTIGUADOR DE LISIS
Se pesaron 8,7750g de NaCl y 37.22g de EDTA y se disolvieron en 800m|

de H,0 mili-q estéril, se aforo a 1000ml y se almacené a 49C. A esle
amortiguador se agrega la Proteinasa K y el SDS para llevar a cabo la lisis
celular,

PROTEINASA K

Se pesaron 5mg de Proteinasa K y se disolvieron en 3ml de H,0 mili-q

| estéril, se aforé a 5ml y se almacend libre de la |luz a 40C,

SDS (DODECIL SULFATO DE SODIQ) 0.5%

0.5g de SDS se disolvieron en 80ml de H,0 milifq estéril, y se aforaron a
100ml.

FENOL ESTABILIZADO A pH 8

Se fundié el fenol en un bafo a 680C, una vez liquido se afadieron 0.05g de
8-hidroxiquinoleina como antioxidante. Se realizaron dos extracciones con
un volumen igual de TRIS-HC! 1M pH 8 y varias con TRIS-HC! 100mM pH 8,
hasta que el fenol se mantuvo a pH 8. Se valmacené en una capa acuosa de
TRIS-HCl a 40C.

FENOL-CLOROFORMO-ALCOHOL ISOAMILICO (25:24:1)

En un matraz volumétrico de 500ml. se colocaron 240ml de cloroformo QP y

10ml de alcohol isoamilico y posteriormente se agregaron 250ml de fenol

equilibrado pH 8, se alicuoto y se almacené a 40C.

ESTA VESES WO MR
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ACETATO DE SODIO 3M
Se pesaron 40.82g de acetato de sodio y se disolvieron en 80mi de 'H,0

mill-q estéril, se aforé a 100ml. Se almaceno a 40C.

TE (TRIS 10mM- EDTA 1mM) ,

Se pesaron 1.211g de TRIS y 0.3720 de EDTA , se disolvieron en 800m! de
H,0 mill-q estéril, y se aforaron a 1000mil.

TBE (TRIS 0.89M-ACIDO BORICO 0.89M-EDTA 0.025m

Se pesaron 53.89g de TRIS, 27.5g de &cido bérico y 4.653 de EDTA, se
adicionaron y disolvieron uno por uno en 300ml de agua mili-q estéril y se

ajusto el pH a 8.3-8.6, Posteriormente se afor6 a 500ml.

RNAasa libre de DNAasa 20Mg /m!.

Se tomaron 100 mL de Tris 10mM, y 30ml de NaCl 15mM. Posteriormente
se adicionaron 2mg de ribonucleasa {tipo 1-A). Se agité hasta disolver y se

aforé a 10ml con agua mili-q estéril. Se hirvié la solucién durante 20min. Se

formaron alicuotas de 1ml c/u y se almacen6 a -20°C .

JUGQ AZUL

Este colorante se utiliza para cargar las muestras de DNA en el gel de
electroforésis y esta constituido por:

azul de bromofenol 0.25%, Xilen ciano! 0.26%,glicerol al 50% y 1mM de
EDTA.
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GLOSARIO

A continuacién se enlistan algunos términos, siglas y abreviaturas de utilidad

para la mejor comprension del texto.

P A Inicial con la que se denomina la base purica Adenina.

» Antigeno Molécula d'e origen proteico, capaz de desencadenar una
respuesta inmunoldgica.

e Bam HI Enzima de restriccién cuyo huésped de origen en

B.amiloliquefaciens y que reconoce la secuencia G/GATC.

BE Bromuro de etidio agente quimico homologo a las bases nitrogenadas
lo que le da la propiedad de intercalarse entre la cadena de DNA.

C Citocina (base pitimidica).

DNA Acido desoxiribonucleico,

DNA polimerasa Enzima capaz de incorporar nucleotidos trifosforilados

a una cadena naciente de DNA.

Duodeno extremo del intestino delgado proximo al estomago.

Eco Rl Enzima de restriccion obtenida a partir de £.coli.

« EDTA Acido etilen diamin tetra acetico.

o Eucariontes Células que presentan un nucleo definido y una
oeganizacién citoplasmatica definida.

¢ ELISA Enzyme linked Inmuno-sorbent assay.  Técnica inmunolégica para
la deteccidn de anticuerpos.

» G Base pirimidica Guanina

» Hind Ill Enzima de restriccion obtenida de H. influenzae.

e IgA Inmunoglobulina tipo A

e IgE Inmunoglobulina tipo E.

» /gG Inmunoglobulina tipo G.

ol



IgM Inmunoglobulina tipo M.

lleon Parte terminal del intestino delgado préximo al intestino grueso.
Kb Kilobases (1 Kb= 1000pb)

Micras (1) Unidad de longitud equivalente a 0.0001 m.

MgCl; Cloruro de magnesio.

mM Unidad de concentracion equivalente a 1/1000 M.

Molar M. Unidad de concentracién que representa 6,023 x 10%
moléculas.

mRNA RNA mensajero,

ng nanogramos (10 E9 g)

Pb Pares de bases

PCR Siglas eningles de la Reaccion en cadena de la polimerasa .
pH Potencial de hidrégeno.

Pst 1 Enzima de restriccion obtenida a partir de P. stuartii

QP Quimicamente puro,

rDNA DNA ribosomal

RFLP Restriction fragment lenght polimorfism.

RNA Acido ribonucleico.

RNAasa Enzima capaz de hidrélizar la cadena de RNA.

SDS Dodecil suifato de sodio.

T Timina

TBE Trizma - Borato -EDTA. Buffer de corrimiento para electroforésis
TE Trizma- EDTA.

Transcripcién Proceso mediante el cual se sintetiza mRNA mensajero a
partir de una cadena molde de DNA, por accion de la RNA polimerasa.
UV Ultravioleta.

V Volts
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