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Antecedentes:

Generalidades

Giardia es un protozoario flagelado, binucleado, que coloniza el intestino de mamiferos,
aves, reptiles y anfibios; carece de un reticulo endoplasmico tipico (RE), de mitocondrias
0 peroxisomas, hidrogenosomas, glicosomas' y aparato de Golgi; aunque, existe una
descripcion de un Golgi en el proceso de enquistamiento.” Posee un ARN ribasomal
ma&s semejante al de bacterias que al de células eucariéticas:® sin embargo, Giardia es
una célula compleja y altamente desarrollada.

Giardia fue el primer parasito demostrado en el humano, Leewenhoeck lo observd por
primera vez en el sigio XVII {1681), cuando observaba con su microscopio una muestra
de sus heces. En 1859, el investigador checo Lambl retoms el estudio del género, pero lo
llamé Cercomonas intestinalis.® Por esta descripcion la especie que infecta a humanos
posteriormente  recibié su nombre. Pero fue hasta 1882 cuando Kunstler sugirid el
norbre de Giardia.?!

La ubicacion del género es:

Subreino Phylum Subphyllum  Clase Orden  Suborden Famifia Género
! Kineto- Tepanaso-  Trypanoso- Trypanosoma
plastida matina matidae Leishmnanva
Retortamo- Retortamo- Cabomastix
nadida nadidas Relotamonas
; Zoomasti- Emeromo.  Enteroma- Etematonas
Mastigophera gophora Diplomo._~" hadina nadidae
nadida .
Diploma- Mexami- : .
nadina tidae G‘ard’a
Sarcomas- Trichome-  Trichomo- Trichomonas
tigophor, nadida nadidae Deatamoeba
Protozoa \ ana@eba
Sarcodina Lobosea #moebida —— x
odamoeta
Schyzopi- Vahlamptia
renida tdegleria
. Isospora
) ~Bmeriidae Cripfosporidion
Apicom- Ememn:<’ )
Sporozoea Coccidia Eucoccidiida ~ oxoplasminae  Toxpalasaa
plexs Haemgs- - N
Plasmedidae Plasmodicm
parng
Cilio- Mneloag- o rbultera  Trchostomaida Paizntididae  Buantivi
‘phora minoph¢rea




Filice, en 1952, con base en la morfologia de los trofozoitos describio tres especies™:
Giardia duodenalis (de mamiferas y aves), Giardia agilis (de anfibios) y Giardia muris (de
roedores), como rasgo fundamental tomo en cuenta los cuerpos medios ademas de las

pequedas diferencias, en ocasiones no tan claras, de la forma y el tamaiio {Fig 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de las tres especies de Giardia. Vista ventral de G. agilis
(A), G, muris (B)y G. duodenalis (C). Vista lateral de G. duodenalis (D) y quiste (E). Esquema
tomado de Kulda and Nohynkova 1978.

Los trofozoftos de G. agilis tienen un cuerpo largo y delgado, un disco suctor
relativamente corto (AD) y sus cuerpos medios son largos, con forma de lagrima {MB) y
estan situados paralelamente al axostilo , bajo el disco suctor. Los dos nucleos (N) que
Giardia presenta son grandes y estan situados simétricamente en la parte anterior del

parasito, bajo el disco suctor. G. muris tiene un cuerpo corto y ancho con un disco suctor




grande, que ocupa mas de la mitad de la célula. Los Cuerpos medios son pequefios y
redondos, ubicados en el centro de Ja cara frontal de la célula. Los trofozoitos del grupo
de G. duodenalis (C) tienen un cuerpo piriforme, su disco suctor Ocupa un poco mas de la
mitad de su cuerpo. Los cuerpos medios tienen forma de clava, pero estan colocados

bajo el disco suctor (visto de frente) de forma perpendicular al axostilo.

Debido a que Giardia se puede establecer en una gran canlidad de animales, se

describieron varias especies, dependiendo del huésped de origen.

Erfandsen y col, en 1987 y 1990, basados en caracteristicas morfolégicas de los
trofozoitos, describieron dos nuevas especies: Giardia psittac? (en perico) que carece
parcialmente del disco suctor y que fue observada previamente por Box™ en 1981;
Giardia ardeae™ (en la garza azul), vista anteriormente por Georgi et al en 1986, * que se
caracteriza por tener un solo flagelo caudal. En 1988, Feely describe otra especie: Giardia
microti, la cual presenta diferencias morfoldgicas en los quistes, cada uno de ellos
presenta dos trofozoitos con su disco suctor maduro, 2 Estas diferencias se corroboraron

comparando el ARN ribosomatl. #

En los aislados del grupo morfoldgico G. duodenalis se han encontrado diferencias
significativas, por lo que se sugiere que este grupo morfologico no es una sola especie

sino un conjunto de subespecies.

£l parasito (Giardia duodenalis)
Ciclo de vida

El ciclo de vida de Giardia duodenalis se ilustra en la Figura 2. Posee dos fases: El
trofozoito, el estadio vegetativo que coloniza el intestino delgado y causa dafio al
epitelio. El Quiste, es el estadio infectante y de resislencia que es capaz de soportar
condiciones muy adversas del ambiente, como desecasion y cambios de pH.?

La infeccion se inicia cuando un huésped susceptible (mamifero) ingiere agua o alimentos
contaminados con quistes tetranucleados de Giardia, éstos viajan a través del eséfago

hasta la cavidad estomacal, ahi son expuestos al contenido de los jugos gastricos y se




desencadena el proceso de desenquistamento; en éste, |a pared del quiste es degradada
por agentes internos y externos, ¥31v32

El humano se infecta
al ingerir productos
tentaminados

Pgua, alimentos u objetos
Lontaminados con quiste

Quistes y trofozoitos
pueden ser excretados

A-+Para diagnéstico

El desenguistamiento  Los trafozoilos se multi- g enquistamiento
inicia en e estémago  plican por fisidn binaria  gcurre en el trayec-
¥y termina en el ¥ se mantienen en el to de Igs trofozoitos
intestino delgadao. lumen del duodeno por el colon

Figura 2. Representacion esquemdtica det ciclo de vida de Giardia duodenalis.
El ciclo completo del parasito se lleva a cabo en un solo huésped. (De la CDC).

En el intestino delgado, el parasito emerge rapidamente, en ese momento posee cuatro

nucleos, se divide por fisién binaria longitudinal para dar lugar a dos trofozoitos




binucleados que se adhieren y colonizan las paredes del intestino delgado (figura 3). En
este ambiente los trofozoitos se reproducen por varias semanas 0 meses.

Los trofozoitos son arrastrados hacia el intestino grueso se exponen a un medio que
favorece el enquistamiento: presién osmética alta, poca humedad, y diferencias de pH

entre otros.?*

Los quistes son ovoides binucleados y estan cubiertos de una pared gruesa que protege
aia célula del ambiente adverso; en el trayecto del intestino grueso e! quiste duplica sus
nucleos y finalmente es excretade  con las heces. Cuando otro huésped susceptible

ingiere estos quistes el ciclo se inicia nuevamente.
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Figura 3. Trofozoitos de Giardia duodenatis colonizando el duodeno de un perro. Los trofozoitos
pueden ser identificados entre las vellosidades del intesting. Trofozoltos de Giardia(g); las cabezas
de flecha sefalan células caliciformes y las flechas, células caliciformes vacias. Cortesia de
Ponce-Macotela M. y col.

Estructura

TROFOZOITO.

Los trofozoitos de G. duodenalis miden de 10 a 12 um de longitud y 5 a 7 pm de ancho.
De frente tiene la forma de gota de agua, la parte anterior mas ancha que la parte
posterior {fig. 4), de lado es una célula concava. Presenta un disco suctor o disco ventral
que ocupa dos lerceras partes de la superficie frontal del parasito, dos nuclecs

prominentes, un cuerpo medio, granulos ribosomales y cuatro pares de flagelos. Carece




de: mitocondrias, reticulo endoplasmico liso y aparato de Golgi, aunque se ha descrito

una estructura similar a un Golgi en el proceso de enquistamiento. '®

Cuerpos basales

Disco sucfor

Flagelo
Anterior

Cuerpos medios
en forma de clava
de martillo

Flagelos
ventrales

Flagelt_)
posterior

-« Flagelo
caudal

Figura 4. Esquema de un frofozoito de Giardia duodenatis visto de frente. Se muestran las

caracteristicas morfoldgicas fundamentales.

La superficie del trofozoito esta cubierta con una serie de proteinas, las VSP's (proteinas
vartables de superficie), que son las que interactian con el huésped.

Las VSP's se encuentran formando una capa delgada en la superficie de los

trofozoites,™ fa funcion que estas proteinas desempenan para la célula, no es muy clara,

sin embargo, se sabe que dichas proteinas poseen una gran cantidad de cisteina® y por
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lo tanto tienen afinidad por los iones metélicos, como el Zn* y el Fe2, ¥ entre otros
metales;® la cisteina se encuentra en forma de secuencias repetitivas de Cys-XX-Cys,
similares a ios dominios LIM®-y RING,* repartidas aleatoriamente a lo largo del

polipéptido, o que sugiere su participacion en interacciones proteina-proteina.

Los cationes metdlicos son cofactores importantes de las proteasas intestinales y las VSP
poseen la capacidad de captar esos cationes, esto le da al trofozoito una imporiante
resistencia a la digestion por este tipo de enzimas presentes en el intestino delgado
(proteasas). Por esta capacidad quelante también se han propuesto como un mecanismo
de captacién de nutrientes (iones), favoreciendo el sindrome de mala absorcion®' y

creando deficiencia de estos metales en el organismo *24

Cada trofozoite tiene aproximadamente 150 genes que codifican a diferentes VSP's,
sumando cerca del 2% de su material genético total, de éstos solo se expresa uno a la
vez*; sin embargo la cantidad de VSP's codificadas en el genoma de cada aislado es
distinto. Durante el desarrollo de las células la capa superficial de VSP, puede ser
sustituida por completo, (fenémeno reproducible in vitro};*® esta estrategia de recambio
antigénico, le permite al trofozoito evadir la respuesta inmune del huésped, algunas
evidencias sugieren que ia expresién de las VSP's es modulada por la propia respuesta

del huésped contra el pardsito,*

Disco suctor (disco ventral). Es céncavo, ocupa cerca de dos terceras partes de la cara
frontal del parasito, su funcién principal es la de adherirse a las microvellosidades del
intestino. El centro del disco presenta una consistencia rigida, de apariencia estriada,
debida a microtibulos, conslituidos de tubulina y microribones que contienen proteinas
denominadas giardinas. La periferia es lisa y se encuentra delimitada por un anilic muy
flexible con propiedades contractiles, por lo que se cree que tiene como principal funcién

la adhesién a las microvellosidades intestinales ¥
Nucleos. El trofozoito de G. duodenalis posee dos nicleos, localizados en la parte

superior del trofozoito y detras del disco suctor, uno de cada lado del eje longitudinal de la

célula. La membrana nuclear esta en estrecho contacto con los ribosomas. Los dos

11




nucleos son transcripcionamente activos, durante la divisién celular ambos se dividen a la

par.

El estudio del genoma de G. duodenalis no ha dejado hasta ahora material suficiente para
decir que los das nicleos no son idénticos. El material genético total esta dividido en
¢inco cromosomas, que se encuentran en ambos nicleos.

A pesar de que el genoma de Giardia esta por completarse, existen atn muchas dudas
en cuanto a si Giardia es diploide 0 no, ademas de que algunos investigadores proponen

la existencia de siete cromosomas y no de cinco,

Cuerpo medio. Esta estructura es unica del género Giardia y se ha utilizado para
diferenciar a las especies. G. duodenalis posee dos cuerpos medios, en forma de clava,
que se encuentran cerca del centro del parasito, junto al borde inferior del disco suctor, su
funcién no esta dilucidada; pero, debido a que esta constituido por microtabulos, se cree
que puede intervenir en la mitosis o en el proceso de enquistamiento.

Vacuolas. Las vacuolas de G. duodenalis se encuentran alineadas a lo largo del
plasmalema dorsal y en menor cantidad del ventral (Fig 5), pueden contener hidrolasas,
DNA’sas, RNA'sas y proteinasas, de las que se ha demostrado su capacidad para cortar,
hemoglobina e inmunoglobulina A1 {IgA1),* por lo que se ha considerado que las

vacuolas son importantes desde el punto de vista de la patogenicidad.

En el proceso de desenquistamiento se ha obsevado que algunas vacuolas son
exteriorizadas, y su contenido principal es la N-acetil-D-galactosaminasa,® por lo cual es

degrada la pared quistica.

Flagelos. G. duodenalis posee cuatro pares de flagelos, los anteriores, los caudales,
los posteriores y los ventrales. Todos ellos emergen de cuerpos basales, que se
encuentran entre los dos nlicleos {Fig. 4} Cada flagelo es constiluido por nueve pares de
microtUbulos colocados simétricamente alrededor de un par central (Figura 5 y 6).
Ademas de su funcion de locomocion, ios flagelos han sido propuestos como medio de

adhesidn.®'

12




Figura 5. MET de un trofozoito de Giardia muris, vacuolas en el plasmalema, ocho axonemas de

donde surgen los flagelos (A), dos nucleos {N), disco suctor (D) y cuerpo medio {M). Tomada de
Trans Roy Soc Trop Med and Hyg. 1980; 74(4).

Figura 6. MET de un flagelo de una ¢élula eucaridtica. Se observa
la organizacion clasica flagelar. Barra = 200 nm.
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QUISTE

El quiste es la fase infectante del parasito y de resistencia al ambiente adverso. Tiene
forma ovoide, mide aproximadamente 5 um de ancho por 8 mm de fongitud (Fig. 7). Esta
cubierto por una pared quistica de 0.3 mm de espesor,™ constituida principalmente de N-
acetil-galactosamina (Gal/Nac). La membrana citoplasmica se encuentra separada de la
pared del quiste por una membrana interna ¥ por una capa delgada de citoplasma, que
protege a la célula. Los quistes maduros poseen cuatro nucleos, axonemas flagelares,

ribosomas y fragmentos del disco ventral.

g

Fig. 7. Microscopia electronica de barrido del quiste
de G. duodenalis. Barra = 1 ym (Erlandsen ).

Durante el proceso de desenquistamiento la enzima N-acetil-galactosaminasa degrada la
pared quistica, la cual es secretada por medio de vacuolas hacia el espacio laminar y se

libera el trofozoito (Figura 8).

Fig. 8. Microscopia electrénica de barrido de un trofozoito
en proceso de desenquistamiento (por Stanley Erlandsen).
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Manifestaciones clinicas

El periodo de incubacién va de 1 a 45 dias™® hay pacientes que pueden cursar
asintomaticos y oftros pueden presenlar. ndusea, vomito, dolor abdominal, diarréa,
meteorismo, hiporexja, pérdida de peso y mala absorsién intastinal.>*

En pacientes con hipogamaglobulinemia las manifestaciones clinicas son més severas, se
presentan con mayor intensidad la diarrea y el sindrome de mala absorcién, provocando
deficiencias en la vitamina B12, lactosa {disacaridos), grasas y amino&cidos con el
consecuente retardo en el crecimiento de los niftos.

Ademas de las manifestaciones gastrointestinales, se feportan pacientes con giardiosis y

alergia ®

Patofisiologia

La variedad de las manifestaciones clinicas son debidas a la patogenicidad de los
aislados, al namero de quistes ingeridos, la edad y el estado alimenticic del huésped, asi

como de su estado inmunoldgico durante Ia infeccion,

El dafio provocado por el parasito va de lo moderado a lo severo, es debido a s presencia
y adhesion de los trofozoitos en las paredes del fumen intestinal, esto puede ocasionar
dafio en los enterocitos, acortamiento de las microvellosidades e hiperplasia de las células
cripticas. %

El sindrome de mala absorcion se presenta cuando los trofozoitos crean una barrera entre
las microvellosidades intestinales y e! lumen, impidiendo la absorcion de jos nutrientes;
pero al migrar de su lugar de adhesion, dejan dafadas las células entericas, provocando

asi una mala absorcién por un tiempo mas prolongado.,

Todas estas manifeslaciones son provocadas por la colonizacién del intestino delgado por

ios trofozoitos.

15




Epidemiologia

Grardia duodenalis es el parasito intestinal mas comunmente aislado en humanos,
principalmente en nifios.*”*%*% Aunque algunos nifios son asintomaticos existen también
algunos de ellos que presentan pérdida de peso y /o diarrea.

La gran prevalencia de la infeccién por Giardia duodenalis puede deberse a que los
quistes son altamente infectivos; puede adquirirse con la ingestién de al menos 10 quistes
del parasito.®’ La infeccion por G. Duodenalis se puede dar por la ingestidn de los quistes
presentes en agua contaminada, por consumir alimentos que contengan quistes,® o por
via fecal oral. Sin embargo la primera via es la mas importante, ya que se ha visto que el
mayor numero de brotes de giardiosis se da por que los depositos de agua han sido
contaminados con quistes, por algun animal infectade. Lo que posiblemente ubica a Ia
fauna silvestre que viva cerca de depésitos de agua comao reservorio y diseminadores de
la enfermedad. Sin embargo la transmision zoondtica de Giardia requiere una

comparacidn exhaustiva de los aislados obtenidos de humanos y los de animales.

Debido a que los quistes no son susceptibles al 100% a las concentraciones de cloro
habituales para agua potable, la forma mas recomendable de eliminarlos es por

filtracion, 5

Caracterizacién de aislados de G. duodenalis

Debido a la enorme cantidad de mamiferos que hospedan a Giardia y a los ensayos de
transmision cruzada,™ se ha enfatizado en descubrir las diferencias entre los aislados
provenientes de distintos huéspedes, sobre todo en los que tienen un contacto mas

estrecho con el hombre.
Los aislados se han caracterizado con herramientas bioquimicas y moleculares:
variabilidad antigénica,®*® sensibilidad a farmacos.® analisis isoenzimaticos,88.69.70

cariotipos,” hibridaciones,”™ amplificacion y restriccién de genes. ™

Con los resultados isoenzimaticos, de variabilidad antigénica, hibridaciones, amplificacion

y restricciones los aislados de 6. duodenalis, obtenidos de humanos, distintos autores

16




han clasificado a los aislados en grupos, pero todos ellos, sin importar el método de
estudio utilizado concuerdan en ia agrupacion (Tabla I).

Los experimentos realizados con diferentes loci de las enzimas de Giardia, han
demostrado diferencias entre los aislados, pero a pesar de las diferencias existen
similitudes entre cierto nimero de aislados, dando lugar a dos grandes agrupaciones,
llamados Ensambles. ™

Tabla 1. Clasificacion de los aislados de Gigroia duodenalis, de humanos

Andrews Ey PL. Homan Nash TE.
{intJ Parasitol 1989)  (Parasitol 1993) {Parasitol Res. 1992)  (Exp Parasitol 1992)
i Ensamble A Polish 1
Grupo 1

I Ensamble A Polish 2
Grupo 11

1)) Ensambie B Belgian 3
Grupo 11

v Ensambie B Belgian
Grupo IV

Con los ensayos y el analisis de los RFLP's de genes amplificados, pertenecientes a la
familia de las VSP (417), se han descrito de igual manera los grupos genéticos, que son
subdivisiones de los ensambles 77 y que mantienen una gran relacion con los grupos
descritos por otros autores. Los genes utilizados para eslos estudios son: VSP417, con
sus distintos alelos, VSP1267 y GDH.™
En cuanto al tamaiio de los productos de Ia amplificacidn y de las restricciones, se tiene
que al amplificar una fraccién distal dei gen TSA-417 (VSP417-1), obtenemos dos tipos de
productos:

Uno de aproximadamente 0.52 Kb, el cual es caracteristico de los grupos 1y 11
{definidos por Andrews et al 1989), pertenecientes al ensamble A,

Y olro mas pequefic de 0.37 Kb, obtenido de los aislados pertenecientes al
Ensamble B, grupos 11l y Iv.

Para diferenciar entre los grupos de cada Ensamble se utilizé la enzima de restriceion
Pstl; la cual nos da un patrén distinto para cada grupo. En el caso del grupo |, la enzima
corta una porcitn del producto de 0.52 Kb en dos fragmentos: uno de 0.33 Kb y otro de
0.19 Kb. Para el grupo It se tiene Io siguiento: cuatro fragmentos diferentes a la fraccién
restante de 0.52 Kb, con pesos de 0.37, 0.33, 0.19y 0.15 Kb (Figura 9).
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Figura 9. Esquema que represenia los
patrones de bandas de el Ensamble A (A) y el
Ensamble B (B), resultado de la amplificacion
de ADN, utitizando los oligonucledtidos 432 ¥
433 (Ey PL. 1993).
0.520pb— | ame -_—
La tercer y cuara columna muestran el
-e— = tgg; EE nimero y tamario de los fragmentos obtenidos

' por la digestion del producto de 0.52 kb, con
— — [« 018ph Pstl.
= |T015pb A-I = Ensamble A, grupo genético I.

A-1l = Ensamble A, grupo genético 11

A B Al ad
Los ensayos hechos con aislados de animales han dejado datos interesantes, por
ejemplo el surgimiente de nuevos grupos genéticos relacionados con los grupos
genéticos | y Il del Ensamble A’ el descubrimiento de aislados de animales, que
pertenecen al Ensamble A, grupo genético II; el cual se creia que era exclusivo del
humano (datos no reportados). Esto dejd de lado la idea de que el grupo genético [ es
solamente el que puede ser potencialmente zoondtico Y que el grupo Il era exclusivo de

un huésped, el humano.

Con los resultados obtenidos con los estudios geneéticos y bioquimicos se ha planteado
que la especie G. duodenalis no es un sola, sino que es un conjunto de especies con la
misma morfologia, pero genéticamente diferentes, Ya que algunos individuos del grupo
de G. duodenalis muestran diferencias tan grandes como las presentes entre el propio
grupo de G. duodenalis y el de G. muris, siendo ambas dos especies diferentes.® Esta
propuesta hasta el momento sigue creando controversia, ¥ no se han logrado unificar los
criterios respecto a esto, por lo que queda mucho por hacer para demostrar esta

hipétesis.

Perspectivas

Debido a que la giardiosis es una parasilosis muy frecuente en México, por la gran
cantidad de individuos que pueden estar infeclados.® v que los nifios y los pacientes
hipogamaglobulinémicos son los mas afectados, por las repercusiones a nivel de
nutricidn, en los primeros y de deshidratacién en los ultimos;® es necesario conocer los
genotipos predominantes de los aislados de G. duodenalis procedentes de animales de

granja, para apoyar la hipotesis de los aislados con potencial zoonotico.
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Material y Métodos

Obtencidn de las muestras

El muesireo se realizé en pequefios
rebafios de ganado ovino y caprino
pertenecientes a  poblaciones  del
altiplano mexicano. Los municipios
estudiados fueron: Almoloya, Apan,
Chimalpa, Col. los voladores, Emiliano
Zapala, Ocotepec, Tepetlayuca y San

Isidro, del Estado de Hidalgo (Figura 10).

Figura 10. Mapa del Estado de Hidalge. La

zona mas clara muestra la regién de estudio.

Las muestras se obtuvieron por raspado anal o per recoleccidon de las heces recién

excretadas y depositadas en el suelo. Se coleclaron en recipientes de plastico, se

mantuvieron a 4°C y se trasladaron al laboratorio de Parasitologia Experimental del INP.

Debido a la lefania de ios poblados dnicamente se obtuvo una muestra por animal.

Poblacion de estudio

Los animales de estudio son de poblados pequeiios con caracteristicas rurales, que no

poseen sistema de drenaje apropiado, los pisos de las casas son de tierra, hay

defecacion al ras del suelo, los nifios caminan sin caizade por la casa y viven en estrecho

contaclo con los animales.

Los corrales donde los animales se resguardan son pequefios, estan ubicados detras o

junto a la casa, pero en ocasiones se pueden enconirar en el traspatio o deambulando

por el interior de la casa. Su alimentacion se basa en el pastoreo, con esquilmos

forrajeros y con los desperdicios de la comida de la familia. Este lipo de animales ocupa

los sembradios o los pastizales después de gque otros rebafios mucho mas grandes

ya han pastado por ahi.
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Examenes Coproparasitoscépicos (CPS)

A cada una de las muestras se le realizaron CPS, directos y de concentracidn-flotacion
(Faust). Brevemente: Examen directo. Se tomaron tres alicuotas de diferentes regiones de
la muestra (2 g aprox.), se hidrataron con agua destilada y se resuspendieron
homogéneamente. De la suspension se tomaron, con un asa, dos muestras una se
mezclé con sofucion buffer de fosfatos (PBS, Apéndice A) y la otra con lugol, todo esto
sobre un portaobjetos. Las observaciones se hicieron a 10 y 40X, en un microscopio Carl
Zeiss.

Faust: Aproximadamente un grame de heces de la muestra, se resuspendié en 7-8 mL de
agua, se paso por un cedazo, se centrifugé por un minuto a 2000 rp.m, {(centrifuga
Heraeus Christ GMBH, UJ3S); el sobrenadante se decantd, y el sedimento se lavd en
dos ocasiones agregando agua, resuspendiendolo y centrifugandolo. Al sedimento se le
adiciond tres miliitros de ZnSO., se resuspendié y se le adiciond después el ZnSQO,
suficiente, hasta que el volumen de la suspensién no sobrepase el 90% de la capacidad
del tubo. Esta suspension se centrifugé un minuto a 1000 r.p.m., con un asa se tomé una
muestra de ia superficie, se colocé entre porta y cubreobjetos y se observé bajo el
microscopio.

Las muestras con quistes de G. duodenalis, se hidrataron, resuspendieron y aimacenaron
a 4°C por un tiempo no mayor a tres semanas.

Concentracién de quistes

Las muestras con G. duodenalis se pasaron por un cedazo y se centrifugaron a 2500
rp.m., por dos minutos. E! sobrenadante se eliminé y el precipitado se resuspendioé con
agua destilada en una proporcion de 5:1 y se centrifugd en las mismas condiciones; este
procedimiento se repiti dos veces mas. La suspensién obtenida se utilizé para
adicionarla sobre un gradiente de fenol-sacarosa.

En tubos de ensayo de 8 mL se formé un gradiente de concenltracion con dos soluciones

de sacarosa-fenol, cuyas densidades fueron de 1.18 y 1.08 g/mL en proporcién 2:1
respectivamente. Después de formado el gradiente, se colocaron 0.5 mL de ia suspensién
homogénea de cada muestra, procurando que esta resbalara lentamente por las paredes.
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Todos los tubos se centrifugaron por 20 minutos a 6000 r.p.m. Posteriormente, los tubos
se sacaron cuidadosamente y se colocaron de forma vertical sobre una superficie plana;
de cada uno de los tubos se extrajo el anillo denso que se formo en la interfase, donde se
encontraron los quistes, y se colectd en un sdlo tubo. Este concentrado se lavé con cinco
veces su volumen de agua destilada, { tres ocasiones), el precipitado se resuspendié y
centrifugd a 3500 r.p.m. por 12 minutos. Después de los lavados el precipitado final se
colectd en un tubo eppendorf de 1.5 mL y los quistes se cuantificaron.

Cuantificacién de los quistes

La cuantificacién de los quistes se realiz6 en una camara de Neubauer: se colocéd una
alicuota de 10 uL de muestra en cada uno de los extremos de Ia camara, la lectura se
realizé con el objetivo de 16X de un microscopio Carl Zeiss; se contaron los cinco
cuadrantes de cada pozo y el nimero fina! de quistes se obtuvo con el siguiente

algoritmo:

No. de células por mL = (No. de células en 10 cuadrantes){1000) 1/dilucidn)

La viabilidad de los quistes se determind colocando una alicuota del concentrado de
quistes en un portaobjetos y adicionandole una gola de eosina. Para obtener el
porcentaje de quistes viables, Que son susceptibles al desenquistamiento in vilro, se
contabilizaron 100 quistes, y el numero de quistes traslicidos e incoloros se dividio entre
el total de los quistes.

Los quistes obtenidos se dividieron en dos lotes:

a) desenquistamiento in vitro {medio &cido-alcalino) y
b} desenquistamiento in vivo , en Meriones unguiculatus {jerbo).

Desenquistamiento

a) In vitro. Este proceso se llevé a cabo en una campana de flujo laminar. A una

suspencion de 1*10° quistes, contenidos en un volumen de 100 mL, se le agregd un
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mililitro de medio de induccidn (apéndice A), a 40°C; se agitd enérgicamente y se incubd
por 30 minutos a 37°C en una atmoésfera de bajo contenido de oxigeno. Después, el tubo
se centrifugé durante 30 segundos a 6000 rp.m., el sobrenadante se eliming, el
precipitado se resuspendioé con un mililitro de solucion neutralizante (apéndice A) y se
cenlrifugd inmediatamente en las mismas condiciones. E sobrenadante se elimind y el
precipitado se lavd nuevamente con la solucién alcalina. E precipitado ceiular se
resuspendio con medio TYI-5-33 a 37°C y se vertio en tubos con 8 mL de medio. Cada

ensayo se realizd por cuadruplicado.

Para monitorear e! proceso de desenquistamiento, una alicuota de 50 mL de Ia

suspension final se colocd en un portaobjetos excavado y se observd al microscopio.

b) In vivo. Se trabajo con tres grupos de 6 gerbos, machos, recién destetados v libres de

paréasitos. Cada grupo (6 animales}, se dividié en dos lotes, (cada uno con tres gerbos):

i) Uno de los lotes (can 3 animales) se usé como testigo . A estos animales
se les inocularon 50 mL de agua destitada por via oral.

i} Ei otro fue inoculado por via oral con 30000-60000 quistes de G. duodenalis

suspendidos en 50 mL de agua destilada.

Los gerbos se mantuvieron con agua y alimento ad /ibitum. Los animales se sacrificaron
por dislocacion cervical {apéndice B), trece dias después de la inoculacion. Se extrajo el
intestino delgado, se colocd en un medio isoténico (PBS), se segmentdé en sus tres
porciones: duodeno, yeyuno e ileon y cada una de ellas se abrio longitudinaimente para
buscar trofozoitos de G. duodenalis. Los segmentos que presentaron trofozoitos se
colocaron en tubos con tapdn de rosca, a los que se les adicioné PBS a 37°C. Esto
para que las células se adhieran al tubo y se pudiera eliminar el contenido intestinal.
Después de que las células se observaron adheridas al tubo de vidrio, los restos
intestinales fuercn eliminados y las células adheridas se lavaron con PBS, ef numero de
veces que fuera necesario para eliminar cualquier tipo de contaminacion y asi poder
obtener un cultivo axénico a partir de estas células. Despues, el PBS se elimind y se

sustituyd por TYI-S-33, los tubos se incubaron a 37°C.
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Enquistamiento in vitro

El enquistamiento se llevd a cabo en tres fases: Preenquistamiento,
enquistamiento y postenquistamiento.

Preenquistamiento: A tres tubos con trofozoitos en fase de crecimiento
logaritmico  con una monocapa celylar de aproximadamente 90%, se les decantd el
medio de cultivo, se les agregd el TYI-$-33 modificado (Apéndice A) y se incubaron a
37°C, por 24 h.

Enquistamiento: Los tres tubos se centrifugaron siete minutos a 5000 r.p.m., se
les decantd el medio de cultivo, se les agregé TYI-S-33 , pH 6.9. Se incubaron 24 h,
37°C.

Postenquistamiento: Después de la incubacién, los tubos se centrifugaron por
siete minutos a 5000 r.p.m., el medio se decantd Y se substituyé por agua desionizada,
con el fin de lisar las células no enquistadas.

Los quistes resultantes se concentraron por centrifugacion y se cuantificaron.

Obtencién y mantenimiento de los cuitivos de Giardia duodenalis

Las celulas, resultantes dei desenquistamiento in vitro e in vivo, se mantuvieron en TYI-S-
33 a 37°C con una inclinacidn de 45° respecto a la horizontal y sin agitacion. Cada 7 u 8
horas las células se observaron con ayuda de un microscopio invertido; se analizé la
adherencia de las células, la morfologla, ia cantidad de células en divisién, la presencia ¢
ausencia de células muertas (formanda un boton en el fondo del tubo) y la opacidad del
medio. A los cultivos que no mostraron un buen desarrollo se les remplazé el medio de
cultivo en varias ocasiones, hasta que el cultivo se estableciera por completo y se formara
una monocapa de células adheridas a la pared del tubo. La axenizacidn se comprobd al
sembrar una alicuota del contenido de los tubos con los trofozoitos en una caja con

gelosa sangre, observada 48 horas después y no observar cambio alguno en el medio.

Una vez establecidos los cultivos, se hizo una resiembra de los mismos en una serie de

tubos (expansién} y se mantuvieron en las condiciones anteriormente descritas.
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Determinacién de la curva de crecimiento

El ensayo se realizd con tubos excluyentes (utilizados una sola vez), por cuadruplicado,
dos ensayos por semana, con loles de diez tubos y todas las cuantificaciones celulares

se realizaron por duplicado.

Cuantificacién celular para preparar los tubos para la curva de crecimiento.

De los tubos resembrados se eligieron cuatro tubos al azar, que tuvieran la mayor parte
de las células en fase logaritmica, que presentaran una morfologia caracteristica y con
una monocapa celular que ocupara mas del 80% de la superficie. Los tubos se enfriaron
en hielo por 15 minutos, se centrifugaron a 3500 r.p.m. por cinco minutos, el medio se
decantd, las células se concentraron en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, en un volumen
final de un mililitro, y se cuantificaron en una camara de Neubauer,

Alicuotas con 500 000 trofozoitos se sembraron en cada uno de los tubos , se incubaron
a 37°C con una inclinacién de 45° respecto a la horizontal de la incubadora y en una

atmosfera con bajo contenido de oxigeno.

Curva de crecimiento: se selecciond al azar un tubo con trofozoitos en fase de
crecimiento  se colocd en hielo por 15 minutos, se rotd sobre su efe vertical y horizonta!
en 10 ocasiones y de la parte superior se obtuvo una alicuola de 100 pL. De éstos, se
tomaron dos alicuotas de 10 uL, cada una, se colocd en un extremo de'la camara de
Neubauer y se conté el nimero de células por cuadrante.

Cuando el numero de células contabilizadas en la camara excedio los 250 trofozoitos, la
muestra se diluyé hasta obtener entre 100 y 250 trofozoitos en 20 pul. Las muestras se
tomaron cada ocho horas, en un periodo de 88 horas o hasta observar que el cultivo

comenzaba su fase de muerte.

Los datos obtenidos de las lecturas se promediaron, obteniendo de esta manera cada
punto de la curva de crecimiento. Para obtener la curva de crecimiento se graficaron
los datos obtenidos colocando el No. de células por mililitro de cultive contra el tiempo de
cultivo, en horas. Y para obtener el tiempo de generacidn se obtuvo la pendiente de la
fase logaritmica de crecimiento, graficando el Logaritmo base “e" del No. de células

contra tiempo de desarrolio en horas.
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El tiempo de generacién se obtuvo mediante |a ecuacion:
t -
all 1:2"'"”-N JNo

despejando para t,, tenemos:
ti.= (Ln(N/Ny))/m

en donde t; es el tiempo de generacion; m es la pendiente de la fase Log., N, es el No.

de celulas al tiempo t y Ny es el nimero de células al tiempo Q. En este caso N,/ N, es 2.

Obtencién de ADN de Jos trofozoftos

Lisis de los trofozoitos: A 20 tubos de cultivo con células de Giardia en fase logaritmica
de su crecimiento, utifizados para la determinacion de Ia cinélica de crecimiento, se les
coloco en hielo por 15 minutos. Posteriormente, los tubos se agitaron girdndolos sobre su
eje transversal para liberar los trofozoitos adheridos, se centrifugaron por 6 minutos a
5000 r.p.m. El sobrenadante del tubo se decantd y las células obtenidas se lavaron con
PBS estéril en tres ocasiones. El concentrado de células se pasé a un tubo eppendorf de
1.5 mL y se le adiciond 0.400 pl de solucion de lisis celular (Apeéndice A) con 10 pl? de

proteinasa K (10 mg/ ml). La suspencién se incubd por 12 horas a 42°C con agitacion.

Extraccién de los dcidos nucleicos. Para extraer los 4cidos nucleicos se realizaron dos
extracciones fendlicas. A los tubos se les adiciond 400 pk de fenol (Apéndice A) y 400
uk de cloroformo  (-20°C), la mezcla se agité por inversion durante 10 minutos, se
centrifugéd a 12000 r.p.m. durante 10 minutos {microcentrifuga eppendorf } y la fase
acuosa resultante se recuperd en otro tubo de 1.5 mL. Se realizd otra extraccion
fendlica, de la cual se aisl6 la fase acuosa y finalmente se hizo una extraccion con
cloroformo, se agité y se cenlrifugd de igual manera. A la fase acuosa se le adicioné 800
uL de etanol absoluto frio (-20°C) y 30 pL de acetalo de sodio 4 M: se mezclo y se coloco
a -20°C durante 12 horas.

Posteriormente, los tubos se centrifugaron por 10 minutos a 12000 r.p.m., el
sobrenadante se decantd y el etanol sobrante se eliming por evaporacion. El precipitado
se resuspendié en 200 mL de Tris-EDTA (TE, apéndice A).
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Efiminacion de! ARN: A ia suspensién obtenida se le adicions 10 pL de una solucién de
RNAsa (apéndice A} y se incubo por treinta minutos a 37°C. Terminada la incubacion se
atemperaron los tubos, se hizo una extraccién fendlica y una con cloroformo  (-20°C),
como se describio anteriormente. La fase acuosa resultante se coloco en un tubo nuevo y
se le adiciond 800 uL de etanol (-20°C) y 30 mL de acetato de sodio, esta solucion se
dejo por 12 horas a -20°C. Posteriormente, los tubos se centrifugaron por 10 min a 12000
r.p.m., el sobrenadante se decantd, el etano! residual se evaporé y el precipitado se
resuspendié en 150 mL de TE. Finalmente se determing la concentracién del ADN
midiendo la absorbancia de la solucién con un aspectrofotémetro a una longitud de onda
de 260 nm.

Amplificacién de los genes, mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

Se amplificaron secuencias de genes de proteinas variables de superficie: VSP417-1,
VSP417-2 y VSP1267 (Figura 11).

Para realizar estos ensayos se prepard una solucién de ADN con una concentracion de
50 ng/ mL.

Las mezcias de reaccién se trabajaron en un volumen de 50 ul, conteniendo: 56-100 ng
de ADN de Gisrdia; TRIS-HC! 10 nM (pH 8.3): KCI 50mM: MgCl, 225 mM;
desoxiadenosin trifosfato  (dADP), desoxiguanidin trifosfate  (dDGP), desoxitimidin
trifosfato (dTTP) y desoxicitidin trifosfato (dCTP}, 0.2 mM de cada uno de los nucledlidos

¥ 2.3 Ul de Taq gold polimerasa. La mezcla se conservd en un bafio de hielo.

Primer ensayo: Deteccian de los segmentos de = 0.52kb del gen VSP417
Se amplificaron segmentos homélogos de tres genes de la familia VSP417 (proteinas
variantes de superficie). En la amplificacion se utilizaron ios oligonucledtidos 432 y 433

(Ey et al. 1993a), con fa siguiente secuencia:

432: 5- ACGACGGTACTAAGGGCACGTG -3' y el oligonucledtido reverso
433: 5- GTATCC(T/C)GGAGCTCAC(G/A)CCTTACATGTTGTAGCTGCTCCA ~3'
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Con estos oligonucledtidos se amplifican productos de ~ 520 pb de tres alelos de ia
VSP417. (VSP417-1, 2 y 3). Las muestras se desnaturalizaron a 95°C por 10 minutos,
después 5 ciclos de amplificacién (95°C por 15s, 63°C por 45s y a 72°C por 2 min.),

seguidos de 25 cicles (15 s a 95°C, 455 a 67°C y 3 min. 2 72°C} ¥ un tiempo de

elongacion de 10 min. a 72°C.

Clal Hindll

!

472 a——— 43 3

Konl

: Pst]
Cta \
432 l—_r,_ 433

ctal 2™
i

432 e 433

Cilal

VSP417 -2 Konl Xbal
[2004 ph) 1 1
727
VSP417 -1
VSP417.-3
Ecolt]
VSP1267 Pstl_ | Pstl
(1791 ph) 1l
133

con los oligonucledtidos 5'-3.

de restriccion utilizados en la determinacion de [os RFLP's.

731

Producto PCR
esperado

1755 bp

927 bp

518 bp

520 bp

1B19 bp

Figura 11. Diagrama a escala de los tres alelos de la VSP417, y del gen VSP1267. amplificados
432+433 para VSP417-1,2,3; 727+433 para un segmento de 1766

pb del alelo VSP417-2 y 733+731 para VSP1267. También se muesira la localizacién de los sitios

Segundo ensayo: Amplificacién de un segmento de 1.8 Kb del VSP417-2

En este ensayo se amplificd un segmento de 1.8 kb del alelo 2 de la VSP417 con los

oligonucledtidos 727 y 433.

727. 5- CGTATCGATGAGCTGAGAAGGATTTTAATG -3’

y el 433 descrito anteriormente.
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La amplificacion se realizé con el mismo programa que se utilizd en el primer ensayo.

Tercer ensayo: Amplificacién de un producto de 1.8 Kb del gen VSP1267

Para la amplificacién de este gen se utilizaron los oligonucledtidos 733 y 731,

733: 5~ TTACTCTAGAATAAGCTGAGGGAAACTTCAATG -3
y el reverso

731: 5- ACGCCTCTAGACYRCANABGAACCACCARCA -3'
(B=T.COG/R=A6 G, Y=COT;N=AT,C6G)

Las muestras se desnaturalizaron a 95°C por 10 minutos y posteriormente 5 ciclos de
amplificacién (85°C por 30s, 55°C por 60s y a 72°C por 2 min.), seguidos de 30 ciclos (15
s a 94°C, 45s a 60°C y 4 min. a 72°C}, con un paso final de elongacién de 10 min. a
72°C.

Visualizacién y determinacion del tamaiio de los productos amplificados

Los productos amplificados se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.0
%, con 0.5 L de bromuro de etidio {(Apéndice A), y amortiguador Tris-Boratos-EDTA
{(Apendice A). Para determinar el tamafio de los productos amplificados, una alicuota de
7 uL del amplificado, con 2 plL del amortiguador de carga (Apéndice A) y un microlitro
de TE; se mezclaron y se colocaron en el gel de agarosa, inmerso en Tris-Boratos-EDTA,
A este gel se le aplicé una corriente de a 60 voltios, 30 miliamperes y 10 wats, por 90
minutos. Después del corrimiento se observé el resultado de la amplificacién en un

transiluminador UV. El marcador de peso molecular de DNA fue el fago A Eco Rl Hind III.
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Resultados
Examenes coproparasitoscépicos (CPS)

El resultado de los CPS realizades a los animales de granja de la zona del altiplano
mexicano que comprende: Almoloya, Apan, Chimalpa, Col. los Voladores, Emiliano
Zapata, Tepetlayuca y Ocotepec Hidalgo, mostré una frecuencia de giardiosis del 6.67 %
(Tabla 1.

Tabla . Proporcion y frecuencia de huéspedes infectados con Giardia duodenalis.

Origen de las Negativos Positivos Proporcién Frecuencia
muestras
Borregos 58 6 6/64 9.37%
Chivos 8 1 1/9 11.11%
Caballos 13 0 0/13 0.00%
Vacas 8 0 0/8 0.00%
Burros 11 0 0/11 0.00%
Total = 98 7 7/105 6.67%

En los CPS también se encontraron otros protozaarios y nemadtodos (Tabla Il). El 38.09%
de los animales estuvo parasitado; de éstos el 75.23% presentd un solo parasito y el
14.3% restante dos 0 mas parasitos (incluyendo comensales).

Tabla IIl. Proporcion y frecuencia de otros parasitos y comensales.

Huésped
Parasito Borrego Chivo Caballo Burro Vaca
P F P F P F P F P F

Estrongiloideos(huevos)  B/64  12.5%  4/9 44.44% 5113 38.46% 4111 36.36% 0/8 -

Coccidias{ooquistes) 7164 1094% 219 22.22% 0N13 - o - 0/8 -
Entamoeba histolytica 1164  156% /9 - o3 - oM - 0/8 -
Entamoeba coli 13/64 20.31% 2/0 22.22% 0M3 - oM - 2/8  25.00%
Giardia duodenalis 6/64 937% 19 11.11% 0/13 - 0/t - 0/8 -
Chilomastix mesnili /64 156% 0/9 0.00% 0O/13 - 0/ - 0/8 -

Totai= 36/64 56.25% 9/9 1000% 5/13 38.46% 411 3636 208 25.00%

P = Proporcion, F = Frecuencia
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Desenquistamiento y establecimiento de los cultivos axénicos de G. duodenalis,

Para el proceso de desenquistamiento se seleccionaron las muestras que tenian mas de
100 000 quistes viables, es por ello que dos lotes de quistes obtenidos de un borrego no
aparecen en los resuitados.

La denominacion de los aislados, el huésped de origen, asi como la regién geografica de

procedencia del huésped y el método del desenquistamiento se muestran en la tabla IV.

En la denominacion de los aislados se consideraron los siguientes puntos:

* Huésped de procedencia. A los que se obtuvieron de borregos se les asigné la letra B
y a los de chivo Ch

» Metodo de obtencion de trofozoitos. Si fue in vivo se coloca una G, de Gerbil (gerbos)
y el nimero del gerbo. Si fue in vitro solamente se coloca el lote de desenquistamiento.

+ Fecha del desenquistamiento.

* Silos quistes se obtuvieron in vitro entonces se coloca una Q después de la indicacion

del metodo de desenquistamiento, previo.

Ejemplo: B2Q1G3 Trofozoitos del Borrego numera 2 positivo a Giardia duodenalis
desenquistados in vitro, posteriormente enquistados in vitro, lote 1 y
desenquistados in vivo con el gerbo 3.

Tabla IV. Aislados de G. duodenalis obtenidos.

Aislado Huésped Origen geografico Método de desen- Cultivo axénico
quistamiento

B1 Borrego Emiliano Zapata in vitro No
81G1 Borrego Emiliano Zapala in vivo Si
B2 Borego Tepetlayuca in vitro Si
B2G3 Borrego - in vivo Si
B2Q1G3 Borrego - in vivo Si
B3 Borrego Tepetllayuca in vitro Si
B3G1 Borrego - i vivo Si
B4 Borrego Tepetlayuca frt vitro Si
B4G1 Borrego - in vivo Si
Cho1 Chive Atla in vitro Si
Ch01G1 Chivo - in vivo No
J1o Humano - in vitro Si
HSP Humano - in vitro Si
P-1 Humano Cepa de referencia desconocido Si

El aislade B1G1 no se utiizd en los ensayos debide a que solo se contaba con el aislado
desenquistado in vivo, y el aislada ChQ1, al ser el Unico de chivo, si se analizd.
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Determinacion de la cinética de crecimiento

Se determind la dinamica de crecimiento de los aislados B2, B3, B4, B2G3, B3G1, B4G1,
B2Q1G3, Ch01, HSP, J10. La figura 12 muestra la curva de crecimiento de la cepa de
referencia Portland-1 {P1). Este tipo de cinética es caracterisfica de los microorganismos
con reproduccién asexual, Presenta una fase de adaptacién {Lag), una fase de
duplicacion exponencial (Log), una fase estacionaria donde la duplicacién se detiene vy el

nimero de células muertas y vivas es constante; y finalmente la fase de muerte.

Para el afslado P1 la fase Logaritmica (Log) tiene una duracién de 24.75 horas
aproximadamente, el nimero maximo de células fue de 2 786 000 células/mL y se

alcanzo a las 58 hr. El tiempo de generacion fue de 9.22 horas. (Tabla V)

3.0 Estacionaria

25 Muerte

20

15 Log

1.0

No. de células /mL (*10%

0.5
Lag

0.0

0.00 20.00 40.00 60.00 80.00
Tiempo (h)

Figura 12. Curva de crecimianto de la cepa de referencia P1. Cada punto representa
la media aritmética de cuairo determinaciones de células totales en tubos distintos,
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En la figura 13 se muestra la cinética de crecimiento de tres aislados con diferentes
tiempos de generacién, todos provienen de la misma especie de huésped. Se observan

claras diferencias entre cada uno de los aislados, scbre todo en la fase logaritmica.

El aislado B3 tiene un periodo de adaptacién mayor que los otros dos aislados; sin
embargo, a ese periodo le sigue una fase log muy corta, donde la poblacion se
incrementa muy rapido, por lo que su tiempo de generacién es muy pequefo. En cambio
el aislado B4 se comporta de manera contraria, tiene una fase lag corta y una fase log
muy larga; aunado a esto, la poblacion de B4 no alcanza niveles como los de B3. {Tabla
V)

Cuando comparamos los aislados obtenidos de diferente huésped, observamos
diferencias entre ellos (Fig. 14). EI tiempo de generacién es muy similar en los aislados
J10 (humano} y B4 (borrego), mientras que el aislado CHO1 (chivo) tiene un tiempo de
8.97 h. Por otro lado, el periodo de adaptacion para CHO1 es un poco méas prolongado y
aunque es mas rapide solo se aleanza una densidad de poblacién  del 1.51*108
células/mL, a diferencia de la obtenida con el aislado J10 que fue de 2.47*105.

La fase log mucho mas larga en el aislado J10 que en los otros dos aislados, le permite

alcanzar una densidad de pobiacién mucho mayar,

El aislado de humano (J10) parece tener una mayor capacidad de adaptacion al medio de
cultivo, ya que a pesar de tener la misma cantidad de nutrientes y haber permanecido en
las mismas condiciones que B4, éste uitimo no fue tapaz de sequirse duplicando después
de las 70 horas y J10 lo hizo hasta las 90 h. {Tabla V)

Debido a que se obtuvieron tiempos de generacion entre 6.42 y 15.50 h, a los aislados los

clasificamos en tres grupos. Tabla V.

i) Aislados de crecimiento rapido, con un tiempo de generacion mayor a 6.00 h y<
9.00 h.

ii) Aislados de crecimiento medio, con tiempos de generacion > 9.00h y <12.00 h
fii} Aislados de crecimiento lento, cuyo tiempo de generacidon estd entre 12.00 y

15.00 h.
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Figura 13. Curvas de crecimiento de tres aisiados de borrego (B2, B3 y B4). B2 presenta un
tiempo de generacion de 10.06 hrs, B3 de 6.42 y B4 de 14.02 hrs. El coeficiente de variacion
promedio de todos los ensayos fue de 5.2%.

26
24
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20 .
1.8
1.6
14

1.2 .
10 .
08
0.6
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No. de células/mL (*10 6)

—o—Cho1
~{1— B4
——J10

00 100 200 300 400 50.0 600 700 8OO0 900 1000
Tiempo (h)

Figura 14. Curvas de crecimiento de tres aislados obtenidos de huéspedes distintos:
J10 {(humano}, Ch01 (cabra}y B4 (borrego).
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Tabla V. Resultados obtenidos de las curvas de crecimiento,

Aislado T. generaciéon Poblacién Maxima Poblacién Maxima Fase Log Tipo de
t,»(horas) Tiempo {h) # cél/mL (*10°)  duracién {h} crecimiento
B3 65.42 41.50 1.96 24.50 Crecimiento
B3G1 8.81 55.00 2.04 39.00 rapido
Cho1 8.97 55.00 1.51 29.50
P-1 9.22 58.00 2.78 32.25
B4G1 9.35 55.00 1.84 31.50 Crecimiento
B2 10.06 49.00 1.90 29.50 medio
B2G2 11.34 64.50 1.47 48.50
J10 13.62 85.50 247 ND
B4 14.02 64.50 1.36 48.50 Crecimiento
HSP 14.26 66.00 1.09 55.75 lento
B2Q1G3 14.87 74.75 1.61 55.75

ND = No determinada

Identificacion y analisis de productos amplificados por PCR

Ensayo de la coamplificacion de tres alelos de 1a vSp 417: vspd17-1, vspa17-2, vspai7-
3.

Para la caracterizacion genética de ios aislados de G duodenalis se utilizé la amplificacion
de ADN mediante fa PCR. Inicialmente se examinaron los aislados utilizando los
oligonucleétidos 432 y 433, con los que se amplifican segmentos homélogos de tres

genes de proteinas de la familia de las VSP de Giardia (Fig. 11},

En todos los aislados se obtuvo un producto de = 0.52 Kb (Fig. 15); lo que los clasifica
como aislados del Ensamble A, pudiendo ser del grupo genético |, Il o livestock. Los
aislados del Ensamble B presentarian un producto de = 330 pb. El DNA de T. muris, no
amplificd.

0872
0.603

0310 =

=
B
g

= % 8 3 2

2G3
4Gl
HSP

o =

Fig. 15. Analisis electroforético de los productos obtenidos mediante la
ampfificacion del ADN de G. duodenalis con los ofigonucledtidos 432 y 433
En todos los carriles se observa un producto de = 0.52 Kb. (M)es el
marcador de ADN. ¢=174 Hae LIt
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Para diferenciar al grupo genético I del II {ensamble A), los productos de =~ 0.52 Kb
obtenidos en la amplificacion se incubaron con Psf |. El RFLP mostréd dos palrones de
bandeo diferentes, CH01 y B4G1 presentaron dos bandas: una de 0.33 y otra de 0.19kb,
produclos de iz restriccion del alelo 1 y la banda de ~0.52 Kb que corresponde al alelo 2
que no presenta sitio de corte con esta enzima. Este patrén es caracteristico del grupo A-
L (figura 9). Los aislados B2, B3, B4, B2G3, B3G1, B2Q1G3 y HSP generaron cuatro
bandas: de 0.33 y 0.19kb correspondientes al alelo 1: la banda de 0.52kb del alelo 2 y dos
bandas mas que son distintivas del grupo A-Il, una de 0.37 y otra de 0.15kb, que
pertenecen al alelo 3. (Fig. 16).

-
» L TR e e
wr M’&#hm-“‘
-

@ e g o
A\

e my

B2G3
B3GI
B4G1
B2Q1G3
HSP

I
CHO!I

Fig. 16. Producto de la amplificacion de los tres alelos Vsp417 restringido con Pst |.
CHO1 y B4G1 presentan un RFLP caracteristico de del Grupo A- [ y el resto de los
aislados al del Grupo genético A-[l.

Cuando se compararon los diferentes lotes de tubos del mismo aislado, con diferencia de
una semana en su liempo de resiembra, se encontrd solamente que B4G1 sufrio un
cambio en su patron de bandeo (RFLP), de Grupo genético I a Grupo II, en tan solo dos
semanas (Fig. 17}. El alelo 3 que no esta presente en el lote 1 de B4G1, después de una
semana mas en el medio de cultivo es expresado, apareciendo asi las dos bandas

nuevas: de 0.37 y 0.15kb.
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Discusidn

El resultado de los CPS realizados a los animales; demostré la gran cantidad de
animales que pueden encontrarse parasitados (38.09%). Las principales parasitosis que
se encontraron fueron fas helmintiasis, provocadas por nematodos. A Giardia duodenalis

sblo la encontramos en un 6.67% en borregos y chivos; cabe sefalar que esta baja

frecuencia se puede deber a que solamente se realizé un examen CPS por animal.

Al recolectar los quistes de Giardia duedenalis de diferentes huespedes, se esperaria que
los trofozoitos, al cultivarse en un medio sintético, se comportaran de manera distinta, y

que estas diferencias se pudiesen detectar a nivel genético.

En este trabajo se estudiaron ocho nuevos aistados, obtenidos de animales de granja
(artiodactilos: de pezufia hendida); siete de borrego vy uno de chivo; ademas de dos
aislados obtenidos de humanos y un éislado de referencia, la Portland (P-1). Los aisiados
se desenquistaron in vivo e in vitro, v no se puede decir que uno de ellos sea mejor que
el otro. 2

Los aislados estudiados mostraron diferencias en su velocidad de crecimiento, con un

rango muy amplio entre sus tiempos de generacion: oscilando entre 6.42 y 14.87 horas.

Para asegurar que la variacién de los tiempos de generacidn no estuviera influenciado por
el medio, se compart el tiempo observado para el aislado P-1; quien presentd un tiempo
de generacién de 9.22 h y el obtenido por otros autores fue de 9.1 horas,® y se encontré

que no hubo diferencias significativas.

Después de agrupar a los aislados, basandonos en su velocidad de crecimiento,
observamos que existe una distribucién normal de Ia poblacién con un sesgo hacia los
aislados de crecimignto lento (Tabla V). Pero, al comparar los aislados mexicanos B3,
B3G1 y Cho1 de crecimiento rapido (6.42-8.97), con los analizados en Europa, de
crecimiento rapido (9.4-10.8),* encontramos que nuestros aislados presentaron un
tiempo de generacién menor, lo que podria ser importante a nivel epidemiolégico; ya que
la velocidad de crecimiento in vitro puede estar relacionada con la capacidad del aislado

para adaptarse a diferentes microambientes (probablemente refacionado con el potencial
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de infectividad).®® Asi, los aislados mexicanos de G. duodenalis con estas caracteristicas,
cuando estan en contacto con un huésped como el humano, quiza tengan una mayor
probabilidad de mantener una infeccion, 1o cual se veria reflejada de manera directa, en el

desarrollo de la enfermedad.

Los aislados europeos de crecimiento lento tienen un tiempo de generacidén mayor de 18

horas, en tantc que los mexicanos fueron de 13 a 14.87 horas.

Es importante tomar en cuenta que la mayoria de los aislados europeos son de origen
humano y que éstos se encontraron ubicados en los tres tiempos de generacién, en tanto
que los dos aislados mexicanos, obtenidos de humanos, presentaron velocidades de

crecimiento lento.

Las diferencias entre aislados, provenientes de distinto huésped, se deben a la
variabilidad biologica intrinseca de cada aislado, constituido por una poblacion, yala
potencialidad genética de su interaccion Parasito-Huésped. Este fenémeno se explica
faciimente porque a partir de los quistes que el huésped ingiere, desenquistan trofozoitos
que eniran en contacto con el microambiente intestinal, con el sistema inmune y con los
microorganismos previamente establecidos en el huésped, ejercen una presién de
seleccion y solamente aquellas células que poseen la potencialidad genética suficiente,
fueron capaces de adaptarse, porque poseian las caracteristicas bicquimico-metabdlicas
adecuadas para su desarrollo, o bien, porque tienen una historia en ta que tuvieron
contacto con una serie de huéspedes diferentes, * son las que tienen mayor

adaptabilidad y por esta caracleristica las logramos ver en los cullivos in vitro.

Ya que cada relacion Huésped-Parasito es distinla para cada uno de los aislados,
entonces se espera que las células resultantes lo fueran, esto se corrobord, ya que los
resullados de los tiempos de generacidn asi io sugieren. Sin embargo, cuando se trata de
un mismo aislado, al que se sometid a dos procesos dislintos de desenquistamiento, la
variable Huésped-Parasito desaparece, y las diferencias se deben solamente a los

factores externos que intervinieron en los procesos de desenquistamiento.
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Comparando las células obtenidas por diferente tipo de desenquistamiento, observamos
que en dos de los tres ensayos, las células obtenidas a partir del desenquistamiento in
vive lienen un tiempo de generacidn mayor (6.42 y 10.06 hrs) al de sus homélogas
oblenidas a partir de! desenquistamiento in vitro (881 y 11.34 hrs respectivamerte), lo
que quizd se debe, a que los trofozoitos estan sujetos a diferentes presiones de
seleccion. En el gerbo debe adaptarse a las presiones bioquimicas, inmunolégicas y
resistir las mecdnicas, lo que condiciona un proceso de adaptacion que se refieja en el
tiempo que necesitan los trofozoitos para doblar el tamafio de su poblacidon. Este
fendmeno puede observarse claramente con el aislado B2, en el que se encontid un
tiempo de generacion de 10 horas y que aumento hasta 11.3 horas en el aislado B2G3.
Sin embargo, algunos autores sugieren que el desenquistamiento in vivo representa un
problema menor para adaptarse,® pero los resultados obtenidos en este trabajo,

contradicen esta propuesta. (tabla V)

En el desenquistamiento in vivp,® los estimulos que reciben los quistes son diversos ya
que provienen de un sistema biolégico complejo y completo (el gerbo), al eclosionar el
protozoario se encuentra en un  microambiente ideal para su desarrollo; al que debe
adaptarse para sobrevivir a las presiones de seleccion que ejerce el huésped, donde pasa
de 10 a 12 dias; después de los cuales la célula se exirae del huésped, y se transfiere a
un medio sintético y constante, que representa otro conjunto de presiones de seleccién en
donde no hay recambio de nutrimentos, se establece competencia alimentaria ¥y no
posee un sistema que permita la eliminacién de los desechos metabolicos, que acidifican
y vuelven tdxico el ambiente. Este cambio afecta de manera definitiva el desarrollo de las
celulas, ya que tienen que pasar por un nuevo periodo de adaptacion que quiza requiera
de algunas generaciones para prender o apagar otros procesos metabdlicos que le

permitan su desarrollo dentro del nuevo microambiente. ¥

Durante el proceso de desenquistamiento, la célula dentro del quiste, se encuentra en
estado latente y su respuesta dependera del estimulo que reciba del ambiente externo, *
en esle estadio se podria considerar una célula totipotencial, con las limitaciones propias
de la especie, pero capaz de responder a los estimulos ambientales activando los
procesos metabdlicos necesarios para sobrevivir. Por ello al tener un mayor nimero de

cambios en el microambiente que rodea a las células de Giardia, obtuvimos un tiempo de
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adaptacion y un liempo de generacion mas prolongado, como lo sugieren los resultados
del aislado B3 con un tiempo de generacion de 6.42 horas: contra el tiempo observado

para el aislado B2G3 con 8.81 horas.

Sin embargo, este fendémeno no puede generalizarse ya que para el aislado B4, esto no
se cumplid, porque las células obtenidas en el desenquistamiento in vivo, tuvieron un
tiempo de generacion mucho menor (9.35 h) que sus homélogos desenquistados in vitro
{14.02 h). Las células que vinieron de! gerbo mostraron un proceso de adaptacion muy

rapida al medio (TYI-S-33). Este fenémeno podria explicarse de la siguiente manera:

1.- El desenquistamiento in vitro no generd todos los estimulos necesarios para prender
los procesos metaboficos necesarios para un desarrolio maximo, solamente encendié los

procesos necesarios para un desarrollo minimo &;

2.- Que contara con una carga génica con mucha plasticidad (precondicionada) para

prender o apagar rapidamente un grupo de genes.

3. Que haya una mayor capacidad, para este aislado, cuando se encuentra en su fase de
trofozoito que en su fase de quiste; lo que contradice el postulado que los trofozoitos en

estado de quiste son células tolipotenciales.

Por otro iado, ademés de las diferencias detectadas en la velocidad de crecimiento de los
aislados del borrege nUmero cuatro, también se encontraron diferencias importantes
cuando se estudiaron los genes, en la determinacién del grupo genético, como se

discutird mas adelante.

los aislados de G. duodenalis estudiados, presentan genolipos diferenles a los ya
caracterizados, pero muestran una relacion muy estrecha con los grupos | y 1l del
Ensamble A, ya que todos los aislados estudiados presentaron un producto de 0.52 Kb

con los oligos, 432-433, caracteristico def Ensamble A.

Aunque el medio de cultivo, TYI-S-33, es el medio comun para el crecimiento de G.

duodenalis, se sugiere que produce la seleccion de genotipos en aislados de Giardia,® y
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se cree que el ensamble A se presenta con alta frecuencia como resultado de esta
seleccion que el medio de cultivo y los métodos de desenquistamiento ejercen sobre las

células. @

Los aislados que integran el ensamble B presentan una velocidad de crecimiento muy
baja con velocidades para duplicar el tamafio de su poblacién mayores de 18 horas, ® y
en ocasiones las células solamente se establecen temporalmente y derivan a la extincién
despues de algunas generaciones en este medio.* Tal es el caso de los aislados de G.
duodenalis obtenidos de perros.® Las causas a las que se adjudican este fenémeno, son
la falta de factores en el medio que favorezcan el crecimiento de las células, lo que pone
de manifiesto las diferencias bioquimico-metabdlicas, las que permitieron segregar ambos

grupos.

Los aislados que analizamos en este trabajo, después de la determinacion de su grupo

genético, se agruparon en cuatro bloques:

El primer grupo de aislados de G. ducdenalis, esta constituido por: B4G1/1 y Ch01, que
presentan un patron de bandas muy similar al de los aislados P-1 ¥y WB, y que se pueden
clasificar dentro del grupo A-l (Ensamble A, grupo genélico 1). Porque presentaron los
genes tsad17, tsp11 (VSP417 alelos 1y 2}y un segmento del gen VSP1267 de 1.8 Kb

El segundo grupo, compuesto nicamente por el aislado HSP, el cual presentd, después
de la restriccidn del producto de 0.52 kb con Pst |, un patrén de bandeo idéntico al de los
aislados A-ll, que representa a los genes tsad17, Isp11 ¥ un gen parecido al tsa417
(VSP417 alelos 1, 2 y 3), ademas de amplificar un segmento del gen VSP1267 de 1.6 Kb

diagndsticos del ensamble A, grupo genético Hl

Los aislades B3, B4, B2G3, B3G1, B2Q1G3 y B4G1/2 (borrego), integran el tercer grupo.
Eslos presentaron un producto del gen VSP1267 de 1.8 Kb después de la amplificacion
con los ofigonucledtidos 733-731, diagnastico del grupo genético I Sin embargo, el
patrén de bandas que present6 después de cortar el producto de 0.52kb con la enzima
Pst I, corresponde al grupo !, Por lo que no pueden ser clasificades dentro de los grupos

genéticos | o Il establecidos hasta ahora.®® Sin embargo las caracteristicas mostradas,
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a nivel genético, los agrupa dentro det Ensamble A, junto con los otros cuatro grupos
descritos hasta el momento.

El uimo grupo esta formado por el asilade B2. Este presentd en los ensayos para
VSP417-1,2 y 3, un patrén idéntico al grupo H; et producto de 1.8 Kb del gen VSP417-
2 (tsp 11), estuvo presente, pero no fue susceptible a la digestién por la enzima
Hind!ll, lo que confirmaba hasta entonces su semejanza con el grupo Ii. La diferencia
que presentd este grupo es que al intentar-ampliﬁcar el segmento del gen VSP1267,
con los oligonucledtidos 733-731, no se obtuvo producto alguno lo que los hace
semejantes a aislados descritos por Ey PL, en Suiza. ®'

De éstas determinaciones surgieron varios puntos interesantes:

Dos de los tres aistados de borrego, desenquistados 1anto in vivo como in vitro,
presentaron cambios en su genotipo. El aislado B3 se mantuvo idéntico, no mostrd
variacion genotipica con los marcadores utilizades, ain cuando tuvo un tratamiento

similar a los otros dos, en el proceso de desenquistamiento.

El aislado B4 {procedente del borrego 4) representa un casc muy especial porque
mostré diferencias importantes a nivel genético. Con el nivel de deteccion que se
cuenta, se observé un cambio de genotipo en dos ocasiones:

1.- El aislado B4 desenquistado in vitro, presentd los alelos VSP417-1, VSP417-2 )%
VSP417-3 y una banda débil de 1.8 Kb del gen VSP417, dando un genotipo semejante
a los grupos | y II. Sin embargo, un primer lote del aislado desenquistado in vivo
(B4G1/1), presentsd un genotipo que involucra a los alelos VSP471 7-1, VSP417-2 y una
banda intensa de 1.8 Kb dei gen VSP1267, todos diagndsticos del ensamble A, grupo
genetico |. El producto det alefo VSP417-3 no esta presente en el aislado B4G1/1. Una
vez que los aislados estan establecidos en el medio de cuitivo, se expanden para
obtener proteinas y ADN. El aislado B4G1/1 entré al protccolo de expansion y
cosecha. Por lo que una semana después se cosechd y se obtuvo otro lote de ADN
(B4G1/2), de este se amplificaron los genes VSP417 y VSP1267.

Al hacer la comparacion entre los patrones de bandeo obtenidos de los dos lotes, se
encontrd que de los genes VSP417 se habian ampificado los tres alelos y no dos
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como en B4G1/1. A nivel del gen VSP1267 se encontrd, nuevamente una débil banda de

1.8 Kb similar a la observada en el aislado B4.

Al final los dos aislados (B4 y B4G1), presentan el mismo genotipo en el medio de
cultivo, Los datos sugieren que las presiones de seleccidn sobre los trofozoitos posibilitan
que se prenda o apague un gen. Debido a que los genes estudiados son de proteinas
variables de superficie (VSP), la hipétesis mas plausible es la que supone que, los
recambios anligénicos se pueden inducir y quizas sean constantes; es decir, que ante
un mismo estimulo, el aislado produzca un cambio previsible al recambiar sus VSP's. A
la fecha todavia no hay un modelo experimental que permita hacerlo; pero los datos

sugieren que es posible,

Otro punto interesante con este mismo aislado (B4G1), es la diferencia que presents en
fa intensidad con la que se tifieron las bandas de ios productos amplificados (de 1.8 Kb)
del gen VSP1267. EI DNA del aislado B4G1/1, presentd una gran concentracion de
producto amplificado y por ello una banda de gran intensidad. Por otro lado, e} DNA del
aislado B4G1/2 se ampiificd en muy baja concentracion y produjo una débil banda. Estos
resultados sugieren que estan ocurriendo fenémenos de regulacion genética. Muy
probablemente el aislado B4G1/1 poseia una mayor cantidad de copias del gen VSP1267
en su ADN, que el lote dos (B4G1/2) que se aisld una semana después. Se sugiere que
en el tiempo 1 el aislado produjo en mayor nimero proteinas vsp1267, mientras el alelo
VSP417-3 no se expresaba. Pero en el tiempo 2 al estar en contacto con un ambiente
nuevo, pero aun propicio para el crecimiento, se lleva a cabo un recambio de proteinas
(VSP), necesitando la expresién de otro gen, en este caso el VSP417-3.

Esta sugerencia apoyaria la idea, que los trofozoitos mantienen dormidos los genes de
las VSP, que se han expresado previamente para que sean expresarlos en el momento

que sean requeridos.

El porque y el como de estos recambios aun se ignara; pero, se propone que estén
involucrados algunos de los siguientes mecanismos:
a) La duplicacion génica, come se sugiere sucedid para el aislado b4g1/1 con el gen

vsp1267, el que aparentemente contenia muchas copias.
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b) El reordenamiento de genes, mecanismo que suponemos involucrado en el aislado

B4G1/2 que present6 el alelo vsp417-3, que no estaba presente una semana antes.

La utilidad de variacién de las vsp esta en discusion por ejemplo: para evadir la respuesta
inmunolégica o bien como mecanismo de adecuacidn en un proceso de adaptacion at

ambiente.

lgnoramos la magnitud de los reordenamientos, pero estos, involucraron los cadones
previos y la secuencia de inicio ATG; ya gue en el caso del gen vspd17-3 se permiti la

alineacidn del oligonucledtido que contiene la secuencia de inicio.

Un fendmeno similar de diferencia en la concentracién de los productos amplificados se
observé también en la serie del aislado dei borrego 2 (B2, B2G3 y B2Q1 G3). El fenémeno
puede explicarse si proponemos que el medio de cultivo TYI-S-33, asi como e!
microambiente que constituye el intestino del huésped, influyen sobre la expresion de los
genes de las VSP's,* ejerciendo una presién de seleccion para las células; como sucede
en realidad con cada huésped diferente. Los trofozoilos del aislado, deben de adaptarse
para sobrevivir, sin embargo, el mecanismo podria solamente implicar recambio
antigenico mediado por fenémenos de duplicacién y re-acomodo de secuencias y no de

un proceso seleccién de poblaciones.®

La adaptacién es un procesc mullifactorial que ocurre a todos los niveles en un ser vivo. A
nivel de las proteinas de superficie, la célula sufre modificaciones a lo largo de su ciclo
biolégico, pero debido a que median interacciones directas con el huesped, su
importancia es maylscula, son la tarjeta de presentacién del parasito ante el huésped, y
son también, el medio por el que se buscard pasar inadvertido. Cuande una célula
siempre presenta ante el huésped las mismas proteinas, entonces su tiempo de vida se
vera muy disminuido, ya que el sistema inmune del huésped, en todos los €asos,
reconoceré astas proteinas y terminaré por eliminar a las células parasitas. Pero si existe
un recambio continuo ante las condiciones del microambiente, entonces la posibilidad de
éxito es muche mavyor y la gran diversidad de genes para VSP's apoya fuertemente esta

propuesta ®

47




Aunque en el tubo de ensaye no se tienen los anticuerpos que neutralicen estas
proteinas, trabajos previos han demostrado que la variacién antigénica en Giardia puede
ocurrir por mecanismos que no involucran a los anticuerpos.*® La seleccidn puede ser
positiva o negativa, pero, lo importante es que los trofozoitos de Giardia se enfrenten a un
mayor numero de presiones de seleccion ejercidas por muchos huéspedes de diversas
especies, de tal forma que estas presiones selectivas que enfrenta el parasito,
diversificaran la expresion de su repertorio de vsp’'s y lo "precondicidnaran”, de tal forma
que los quistes excretados quiza tengan una diversidad tal de VSP's, que la probabilidad

de exito en una nueva infeccion sera mayor.

A pesar de las variaciones en las proteinas de superficie, los genes del complejo vsp417
son constantes y permiten discriminar aislados del ensamble A, los Que generan con los
oligos 432/433 un segmento de 0.52 Kb.

El segmento de 1.6 0 1.8 Kb de la vsp1267 también es diagnéstico del grupo genético | o
grupo genético Il dentro del ensamble A. La identificacién de los vspd17-1, vspd417-2 y
vspd17-3 en el segmento de 0.52 Kb y la amplificacion de un segmento del gen vsp1267
de 1.8 Kb, o la carencia de amplificacion es diagndstico de un gendtipo de animales vy
muy probablemente de artiodaclilos; sin embargo, existe la necesidad de buscar otros
marcadores que faciliten la clasificacién de los aislados de G. duodenalis procedentes de

animales de, los que hasta este momento se han agrupado de manera imperfecta.

No obstante el panorama fragmentario la presencia de dos aislados que pertenecen al
grupo A-l y la gran relacién que presentan seis de los aislados de animales con los
grupos A-l y A-ll, evidencian que son un riesgo para la poblacién que los maneja porque

se ha demostrado el potencial zoondtico que presenta el grupo A-1.%

En nuestro pais la giardiosis tiene un prevalencia muy aila y uno de los objetivos de
salud publica debe de estar enfocado en la prevencién, tratamiento y efrradicacion de
las parasitosis, La OPS recomienda que las heces de los pacientes infectados deben
tratarse para evitar la propagacion de los quistes infectantes Yy los casos que se
presenten deberan reportarse. Pero la mayoria de las recomendaciones no sa aceptan,

y la giardiosis sigue sin tomarse con Ia seriedad que requiere. sobre todo porque afecta a
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una poblacion tan vulnerable como la infantil ® expoliando la ya de por si mermada

alimentacién de grandes sectores de la poblacién mexicana.

Ante este panorama es necesario un estudio epidemiologico a mayor escala para conocer
la verdadera distribucién de Giardia duodenalis tanto en la pabiacion humana, como en la
de animales que conviven fuertemente con el hombre, para evaluar el riesgo que

representa Giardia duodenalis en la salud plblica de los mexicanos.

Conclusiones:

n

v En este trabajo se demuestra la presencia del grupe genético A-l en la poblacion
animal, del cual se ha demostrado su potencial zoonético, por lo que la relacién

Humang- Animal eleva el riesgo de infectarse con Giardia duodenalis.

v Los fendmenos de modificacion genotipica presentados por estos aislados, dejan un
indice de incertidumbre ante la proposicin de que unicamente los aislados del grupo

A-l, presentan polencial zoondtico.

v La falta de marcadores que permitan Ia clasificacion de los aislados estudiados en este
trabajo, hace visible la necesidad de buscar nuevas metodologias para la identificacion
de nuevos genes, que permitan una mejor caracterizacion de los aislados de G.

duodenalis presentes en el pais.
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Anexo A

Soluciones de trabajo

Bromuro de etidio (10mg/mL)

Se pesan 0.2 g de Bromuro de etidio y se disuelven en 20.0 mL desionizada, se mezcla
bien y se conserva en un recipiente obscuro a 4°C.

Este producto es carcinigénico, utilizar guantes y cubrebocas al manejarto.

Fenol
Rectivos Cantidad
Fenol 500.0 mL (68°C)
H,0 330.0mL
Tris-HCI pH 8.0 5.6 mi
NaCH 10M 488.0 mL
8-hidroxiquinoleina 500.0 mg

El fenol se licta a 68°C, se toman 500 mL y se les adiciona el agua, el Tris Hel y el NaQH,
se disuelven y posteriormente se adiciona la 8-hidroxiquinoleina, se homogeniza la

solucién y se almacena en un frasco obscuro a temperatura ambiente.

PBS (Solucion amortiguadora de fosfastos)

Reactivos Cantidad
NaCl 6.5g
K;HPQ, 2.8g
KH,PO, 0.4g

Los reactivos se disuelven en 900 mL de agua desionizada, se afora a 1.0L y se esteriliza

por calor humedo (autoclave).
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Solucidn amortiguadora. Tris- Boratos-EDTA (20X)

Reactivos Concentracion Cantidad
Tris-base 1.0M 121.0g
Ac. Bérico 1.0M 61.7g
EDTA Na,e2H,0 20mM 7.44g
H,O chp 10L

Las sales se disuelven poco a poco en 700 mL de agua destilada, con agitacion
constante, ya disueltas las sales la solucién se aforaa 1.0 L.

La solucian de trabajo es un dilucion 1:20 de la que se prepard.

Soluciones de Sheatear

Solucién madre

Reactivos Canlidad
Sacarosa 500.0g
Fenol 5.0g
Agua 350.0mL
Tween 80 1.0%

El agua se coloca en un vaso de precipitados de 1.0 L. Con agitacién enérgica y
constante, se adiciona la sacarosa muy lentamente, hasta su completa disolucion:
después de adicionada la sacarosa el fenol es agregade a la solucién ( aunque Ja
sacarcsa aun no se haya disuelto por completo). Finalmente el Tween 80 es adicionado a
la solucion de fenol-sacarosa, mientras se agita suavemente, para evitar que se formen
burbujas. Ya disuelto esta solucién debe conservarse en un recipiente cerrado y en

refrigeracion.

Solucidn pesada (densidad=1.18g/mL} y solucidn ligera(1.063g/mL)

De la solucién madre se toman 200 mL, a los que se les adiciona solucién amortiguadora

de fosfatos, con pH 7.2, para diluirla hasta alcanzar la densidad deseada.
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La solucion ligera se prepara de la misma forma que la pesada.

Solucién de lisis

Reactivos Concentracion
TrispH7.4 10.0mM
EDTA 10.0mM
NaCt 50.0mM
SDs 0.4%
H,0O estérit La necesaria

Para preparar la solucién de lisis de trabajo se toman 25 mL de Tris 2.0M, 100 mL de
EDTA 0.5M, 150 mL de NaCl 5.0M y 200 mL de SDS10.0%, los cuales se diluyen con
4525 mL de H,0 estéril. Esta solucién debe ulilizarse el mismo dia de su preparacién,

Cuando se adiciona a las células a digerir se complementa con 10mL de proteinasa K

(10mg/mL), para tener una concentracién de 200.0mg/mL.

Soluciones salina balanceada de HanK (SSBH)

Solucion base (10X)

Reactivos Cantidades
CaCl, anhidra 700.0 mg
KCI 20g
KH,PQ, 300.0 mg
MgSO, 485.0 mg
NaCl 400 ¢
NaHCO, 350.0 mg
NaHPO, 240.0 mg

E! total de los componentes se disuelven en 800 mL de agua estéril, excepto el NaHCQ,,
ya disueltos los reactivos la solucién se afora a 1.0 L y se esteriliza por filtracién. Ei

NaHCQO, se adiciona al momento de utilizar la solucién.

Solucion acida
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De la solucion base de HancK se toman 30 miL, se les adiciona NaHCO, hasta alcanzar un pH de
7.4 y posteriormente adicionar Hel concentrado hasta obtener un pH de 2.0. Esta solucién se

calienta hasta 42°C para ser utilizada.

Soiucidn basica

A 30 mL de solucién base se le agrega NaHCO, hasta ontener un pH de 7.4, Esta

solucion se calienta a 39°C para poder ser utilizada,

Solucidn de Faust

Se pesan 300 g de ZnSOQ,, se disuelven en 600 mL de agua destilada; se mide la

densidad y se ajusta con agua a 1.18g/mL.

Stop-mix
Reactivos Cantidad Concentracién
Fycol 14.0g 35%
TAE 40X 250.0mL 1X
Azul de bromofenol
saturado 1.0mL 1.0%
Xilene-cianol {10%) 1.0mL 1.0%
H,0 c.b.p.40mL

El Fyco!l se adiciona poco a poco a 20 mbL de agua, con agitacion enérgica, hasta su

completa disolucion, posteriormente se el resto de los reactivos son incarporadas.

Tris-EDTA -
Reactivos Concentracion
Tris base pH7.4 10 mM
EDTA ~01mM
H,O cbp 1000 mL
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Debide a que las cantidades necesarias para preparar la solucién san muy pequenas, se
debe preparar una solucion de EDTA 0.5M y de Tris 2M; de las cvales se tomaran 2.0 mL
del primero y 0.5 mL de Tris. Ambos se diluyen en 50 ml de agua destilada estérii Y se

afora la solucién a 100 mL.

TYI-5-33

Reactivos Catidad
Glucosa 50¢9
Ac. citrico 100.0 mg
Citrato de Fe 15.0mg
NaCl 1.0g
K,HPO, 500.0 mg
KH,PO, 300.0 mg
Bilis bovina 500.0 mg
Cleruro de L-cisteina 1.0g
Estracto de levadura 50¢g
Triplona 10049
Suero fetal bovino 50.0mL
Agua estéril c.b.p. 0.5L

Todos los companentes se disuelven en 350 mL de agua desionizada estéril, excepto el
suero fetal bovino; ya disueltos, a la solucién se le adiciona Ampicilina (25 mg), Sulfato de
gentamicina (30 mg) y Ceftazidina pentahidratada (30 mg). El pH se ajusta a 7.0 con
hidréxida de sodio 1.0N y la solucion se aforaa 450.0 mi.

El medio de cultivo se esteriliza por filtracion, primero se pasa por una membrana con un
pore de 0.4 mm, en ambiente no esteril, para posteriormente pasarla por una membrana
de 0.22 mm en un ambiente estéril. Una vez esterilizado se le adiciona el suero fetal

bovino.

TY1-8-33 modificado (de enquistamiento)

Los componentes de este medio son los mismos que el TYI-S-33, con la diferencia de

que en este medio se tiene una concentracién de 7.5% de bilis bovina.
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Apéndice B

Dislocacién cervical

La dislocacion cervical es un método de sacrificio fisico: es seguro y se uliliza
principaimente con los animales cuyos tejidos deben estar libres de farmacos. Esta
metodologia es recomendada en roedores, * menores de 200g, en pollos Y en conejos de

menos de 1.0Kg.

La técnica consiste en sujetar el animal por la cola o por la parte media del cuerpo con
una mano y de la cabeza con la otra; después se procede a dislocar las vértebras
cervicales por medio de la traccion del cuerpo y al mismo tiempo presionando sobre el

cuello con un I&piz. %
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