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Rasumen

ta giardiasis, infeccidn producida por Giardia lamhlia,
frecuentemente ccasiona enfermedad a ingividuos en edad
pedi Adtrica. Diverans autores han reportade gque durante la
infaccitn se generan anticuerpos séricos err contra del parasito,
los Guales pueden participer en la resolucion de 1la oconfermedad.
Un aspecto importante on wr]l estudio de la Qglardiasis es @l
identificar proteinas antigénicas de G.lamblia que son
roconocidas por loas suergs de indlviduos parasitadons y poder
emplearlas &M c©l desarrollo de ensayos de diagndstico ao en
m&todos inamunoprefilacticoes.

En el presente trabajo se estandarizd inicialmente un
mbtode de ELISA en papel para detectar anticuerpos contra el
pardcito en suercs de &7 nifos con giardiasis (9 azsintombticos vy
58 con sgsintomas) y de 12 nifas considersados testigos no
infectados. Posteriormente fueron seleccicnados 28 sueros con
tttulos altps de 1g3 anti-R,lamblla vy analizados en los mdtodos
de Inmuncelectrotransferencla y Radloinmunoprecipltacidn parse el
reconocimiento de antigenos del parasito.

En 2! anhdligis de los suerocs con ¢! mbtodo de ELISA en
papel sg encontrd que los valores de densidad optica de los ninos
parasltados fueron mignificativamente mas altos comparados con
los del grupo testigo { P < 0.0001 ),

Los rasultados obtenidos por inmunoelectrotransferencia
con los sueros saleccionados de individuos parasitados

sintamdticos vy asintomdticos mostraron en general, reactividad



contra un gran ndmero de protetnas del pardsito, mientras que la
reaccldn observada con algunos suerce del grupo testigo fue menos
marcada y con pocas proteinas. Ho obstante, s@ pudn observar un
reconocimienta dominante de protelnas con pescs mpoleculares de
B8, 4& y 33 KDa, incluso en los sueros del grupo testigo que
presentaron reaccion.

Con radioginmunoprecipitacidn y auto-radiografia se observd
reaccidn do los sueros de los individuos parasitados sintomdticos
y asintomAticos con 3 proteinas de troforoftos radiomarcados con
res I y lactoperokidaosa. Eetas proteinas presantaron pesos
moleculares de B2, &3 y 55 KDa y no fueron precipitadas por el
suero del grupo testigqo.

Los datos que resultaroh de este trabajo mostraron gue el
método de ELISA en papnf puaae SEr una alternatlv; para estudios
surolégicos a bajo costa, pues reduce el empled de material de
importacl &n. Ademés mostraron que con &ste método las valores de
denuidad dptica abtenidos en los sueros de nifos parasitadox
fueron equivalentes entre sintomdticos y asintomaticos. Del mismo
madao ! reconocimientc de proteinas por ambos q;upos fue muy
similar tanto en inmunoelectrotransferencia como en radioinmuno-
precipitacion. 8in embargo dentro del conjunto de proteinas del
parasito, €6 detectaron proteinas da B2 KDa o de 44 KDa que
fueron de las mas reconocidas por ‘lns sueros, pudiendoc ser
candidatos patenciales para emplearse en estudios

epidemionl dgicos.



CAPITULO !. INTRODUCLCION
1.1. OGiardiasis

Biardiasls es una parasitoziyg de intostino delga@n causada
por el protozoario {lagelado danominado Q@iardia__lamblias. El
pardsito fue descubierto en heces por Antonj Van Lecuwenhoek en
t481. Durante muchos ahos, ol microorganismg fue considerado <omo
un comensal del intestino humano y hasta las primeras décadas
del'prsnnnte sigQlo, s reportaron padecimientos gQastraintestina-
les asociadon con la presencia de Q,lamblia (1-4). Posteriormente
Wanner y Col.(3) evidenciaron la patogenicidad del paraunito al
demostrar su relacidn con diarrca. A partir de entonces G, lamblia
ha sido seffalado como responsablo de muchos padecimientos incluso
colecistitis (&), colangitis t73. urticaria y asma (B,9}!. Algunos
de ellos son poco frecuentes y dificiles de confirmar, pero otros
casos cono el sindrome de absorcion intostinal deficiente, se
presenta frecuentomente en individuos con sintomas (10-19),

La oglardiasis e adquiere por l1la ingestion de agua
contaminada con quistes, los cuales pusden pravenir de heces
humanas o tal wver de animales como rates vy pérrcﬁ u otros
namiferos susceptibles a la infecclaén con B, _lamblia CR,20-22).
El papal del agua como vehiculo de tranumis{dn del paradsito ha
sido demostrado ampliaments (9,20,23-27). Aparte dal agua otras
viag da transmisitn del pardsito con 'la fe:o-buca;!
particularmente donde el contacto interpersonal es mall estrecho

cona grupos familiares (28) o do homosaxusles (29), guardarias,



orfanatos y euscuslas (30,31) y por Ilngesatién de alimento
cpntaminado con quistes (32),

La incidencia, prevalencia y morbilidad de giardiasis han
sldo asocladas a 1los slqguiontes factoresi! Désig de guistes
ingeridos cuya cantidad 6e relaciona con la aparicion da
mani fostaciones clinicas (33) tanto en ratones de  laboratorio
(%4) como en brotes epidémicos on poblaciones humanas (203§
Susceptibilidad del hospeders sugarida en nibos (35) vy en
personas del grupo sangulneoo A (I6-39), Las diferencies en la
susceptibilidad (33,40) pueden ser dadas por hipoclorhidria o
aclorhidria gastrica {(§1-43), por deficiencias en
inmunoglobulinas {43,44) vy por influenclia do factores gQenaticos
en ratones 143) ¥ ®n individuos con antigenos de
Histocompatibilidad tales como HLA Al y BIZ2 v de los Fenotipos
Al/AZ y BI12/27 (46).

Los brotes wpldémicos han sugerido que la primera
expasicion al  pardsito produce shfermedad v que el periodo de
1ncuha;!bn antas de gue aparezcen low sintomas g9 de dos a tres
semanas  despuds de ingerir agua contaminada con guistes de [,
lenblia (23,24,47),

Las infecciones con Qlargdia pueden ser de corta duracibn,
por 19 manos en adultos normales raramente sxceden los 3 moses
(9.23.24.403. El periodo de primoinfeccién se ha sugerido gque se
resuelve clinicamenta an un promedio da 44 dias (9,23,24,33,40),
La adminligtracidn axperimentsal en ratonas mostrd gue independien—

toments de la dbsis infectante do quisiun. la mdxima poblacidn de



trofozoltos ocurrid a las dos semanas despuds del inédculo y luego
disminuyd paulatinamente on un tiempo de 4 a & semanas hasta caer
a bajos nivales o desaparecer {(34).

La infeccitin por G, lamblia tiene un espectro clinico
bastante amplio (12,48,4%)3 Se presenta desde un curso
asintombtico on un 39 % de los nifios ncncres‘ de S aNos, un &% %
de los nifos mayores de S5 afos v un 7& % de los  adultos (18}
hasta cuadres aqgudos de corta duracidtn con autolimitacibn
esponténea 1os cuales s@ pretontsn acompafiadeos da una gasa do
sintomas] ep niffos son {recuentes las diarreas intermitentes o
constipacidn, nadseas, anorexia, dolor epigAstrico, detencidn del
crecimienta y ptrdida do peso (18, 1%,40,51) en cambio, en adultos
prevalecen diarreas oxplosivas, semiliquidas, fétidas y grasosass
calices, distencidn abdomiral, flatulencia, cefalea y anoraxia
(9,20,23,24,49,5%52). Tambldén puede segulir un curso crbhico gque
puede ser asintombtico con episodios subclinicos n-paradicns'¢17)
que na siempre obligan a una atencidn addica o pufdnn presentarsae
los slntomadg mencionados e incluso absorclon intestinal
deficiente (23},

No e han logrado esclarecaer totalaente los mecanissnos que
intervienen en l1la patogénesis de Qiasrdiasias. Una otapa que so
Considera crucial en la patogénasis de muchas enfermedades
infecciosas @3 la adherencia del parksito a cklulas blanco. 8Sin
un aecanismo efectivo de adherencla, los trofozoitos pueden sor
daipulsados raplidasente de 1a luz intestinal. Dbservaciones en la

interaccitn wntre Glardia vy eritrocitos (533) plantean gue el



pardsito tiene en su superficie membranal una actividad de tipo
lectina (54,5%),. No obstante con la microscopla electrénica se ha
mostrado marcas parecidas al disco adheronte de trofozoltos,
en al microvello de las células epiteliales del intestino
delgade tanto en modelo animal (54,57) como en blopsias humanas
(58?3 sugiriendo gque dicha eatructura tiene poder de succidn vy
puade participar en la adherencia del pardsito a células blanco.
Con respecto a los cambios mor folbgicos de las
vellesldades del intoestino delqada generalmente, no s8n severos
siendo reversibles cuando se elimina al parasito (15). Esto
gsugiere gue el dafho no ilega a la parte basal del epitelio. Las
alteraciones pueden presentar diferentes gradas vy estos van desdo
aimple proceso inflamatoris con presencia de " leucocitos
mononucleares, eosinbfilos y polimorfonuclesres en la lamina
propia da criptas y vellosidades (57) hasta hiperplasia linfoide
(15, 19.43) debido a savera infiltracion de Linfocitos (60-462) ¥y
células plagmdtices} acertamiento, ensanchamiento, atrofia de las
vzllosidades ({(15,42) asi como reduccibn en su nameroc (103,
elongacibdn de las criptas (15,44), aumento en el indice mithtico
epitalial {15, %) I cambjos en la palaricdad nuclear,
vacuoliacidn del citoplasma en la parte basal de los enterocitos
(15} v aumento del tamaho del ndcleo an relacidn al citoplasma
cﬁaa; La severidad dea #&ste espectro de lesiones o8 mayor
provimalmente a la luz intestinal y se presenta alterno con
seysentos normales de mucosa (85,667, Adicionelmente e ha

reportado engrosamiento del patrdn mucoso & nivel dundenal e



irregularidades en los plieques (1%7).

Da manecrs similar, en glardiasis murina se ha observadoc una
reduccidn an la altura de las vellosidades (34), disminucidn de
los niveles de disacaridasas tales como maltasa, lattasa ¥y
sacardsa Yy reemplasoc de laos enterocitos dafnados por nuevas
chlulas provenientes de las criptas {47). Es por ello qua so ha
sugerido que la deficiencla de dll;caridaﬂas os debldo a la
recuperacitn de la vellosidad intestinal por loe onterocitos
inmaduros Quiengs caracteristicamentg tienen nivales mas bajos do
disacaridasas (59, lo cual podria explicar la diarrea ¥y la
absorcitdn intestinal deficiente (68). De igual modo, el simple
dafmoc morfaolégico de la superficie del eonterocito sugiere la
alteracion fuﬁcionax yva que la memhrana celular que recubre las
microvellosidades contiene complejos enzimatices digestivos.
Consecuentemente los mecanisoos de transports para monosacéridos,
apsorclbn de aminoldcidos y absorcion pinocitica de grasas pueden
disminuir (10},

En atro aspecto ; no g ha podido correlacionar
estadisticamente la alteraciédn morfolédgica da las células
columnares de las vellosidades gpiteliales con la, mseveridad de
los wintomas (15)., Esto puede deberse a Que 1los cambion
histoldgicos de la mucosa intestinal se presentan slternos con
zonamn flosam (34) y la altoracidn spreciada en la biopsia no
cubre toda la superficie epitelial. Tampoco se ha podido
relaciqnar la cantidad de guistes excretados con los cambios

anatémicos del epitelio intestinal, nl con 1l1la aparicidn de



sintomas (49). Asi por clemplp pacientes asintomdticos eoxpulsen
grandees cantidades de guistes y opuestamente, (ndlviduos <on
anformedad sovera ha sido dificil detectar al pardsito (23,70,

Los woestudios do laboratorio en pacientes con glardiasis,
reportan disminucidn de enzimas especificas para la digestidn de
carbohidratos, tales como lactasa, gacariga, maltasa vy amilasa
(12, 16444, 43,7131 esteatorrea an un 12 & 64 % da los pacientes
(11,12,16,1%9,48,65,465,71,72)1 digsminucion de lipasa pencreatica
relacionada con la pérdida de grasas y atras enzimas pancredticas
como tripsina vy lipsina {19,71)% absorcitn antmala de D-wxilosa
an un 23 a 55 % de acuerdo al criterio de excrecidbn urinaria (1i,
19,48,63,71,72), transtornos en la abtorcibdn de glicina (18,71},
vitamina BL2 (15,19,44,48,4&4&35,71), lactosa (19} ¥y niveles bajos de
carptenos, folatos, tiapinae, cobalamina, asi .como absorcibn
d-%iciante da wvitamipa A {12,18,71)5y vy dismlpucidn en la
actividad de las enzimas peptido-hidrolasas, disscaridasas vy
ﬂntnrnbaptidasaa {15, .

Fara explicar la patogénesis del parasito, &g le han
atrlbuidn propiedades {invasivas. Por medio de microscoptla
flectrénica se hap sncontrado trofozoltos dentro de las células
epitelialea en la blopela de un caso de glardlasis cronica (73)
ani como en los espacios intersticiales de la subsucosa, en la
lamina propla vy penetrando al epitelio en & bicopsisas de pacientes
con diarrea y trefozotitos en las heces (64) pero el ndmero de
parduitos invasores fue muy escaso en relacion a las multitudes

de 1a luz intestinal.
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Segun otros auvtores (&%,74) los trofozoltos pusden i1nvadir
el epjtelino dejando un @spacio que marca la via de entrada sin
anormalidad en el borde luminal de la mucosa. Ferc la vida de los
troforoltos invasores debe ser breve, como resultado de una
participactén jnmediata de macrifagos tisulares. Se ha reportadoe
fagocitoais de trofozoltes “ip vitro" por parte da macrbfagos
peri tonvales de conejo (75) y por monocitos humancs de sangre
peri férica (7&6), Dtrog autorce no han confirmado la®  propiedades
invasivas del parasito (13,432 tal! ver porque los trofotoltos no
gatan blén adaptados a sobrevivir en tejido sin sufrir camblios en
su forma, Por lo tanto las ohservaclones pusden deberse a la
alteracién de la morfologla de la mucoua por infiltrade celular
de defensa. Asl los vspacios entre las cbdlulas tanto on  las
vellosidades como en las criptas permiten que penetren  algunos

'
trofozolitos.

Otra proposicién mencs dudosa para oxplicar la patogénesis
es la dwl sinergismo «on bacterias en e]l intestino delqadot Se
ha observado que con terepia espec!fica para bacteriag, bhan
desaparecita los slntomas a pesar de la persistencia de la
infeccion por G. lamblis <71}, s ha woncontrado colonizacidn
bacteriana anormal en el intestino delgado de¢ individuos con
Qiardlianiea crénica (72,77) v s ha mostrado endosimbiosis de G,
muris con bacterias ¢78),

Un aspecto importante en el manwjo da la giardiasis ¢ el
diagntstice el cual ae baga en la demostracidn del pa?ﬂbitu en

heces, asl como @n el contenido © en la pared del duodeno. Para
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detectar al parlsito sep tiene e1 midtodo coproparasitoscopico
ICPFSY. FParo hay autores que reportan periodos de negatlividad en
CFS debido a una disimilitud en las excreciones de guistes. Asi
por ejemplo Dancingeor (79) clasifica a nifos infectados en tres
grupos de excrecitn de quistesl grandes ewcretadores, con  gran
cantidad de quistaes en casl todas las muestras! excretadoras
conmblnados, que alternan periodos de una a tras samanas sin
eliminacién, con otros de gran cxucrecion) y excretadores minimos
que tienen potos o0 ningun quiste detectable durante toda 1la
infeccidn. Otros métodos para demostrar al parasito son la
axtraccidn de ligquido duodenal (@0), la bilopuia yeyunal (59), las
prucbias serolégicas para detectar anticuerpos (15,35,81-89) y los
métodon para'dete:tar antigenos en heces (F0-93),

Con respecto a la epidemiologfia 1a giardiasis eath
ampliamente distribulda a nivel mﬁndla! (94). Genaralmente en
paises desarrollados se considera de bajo n;vel endémico,
ospeclialmente en centros urbanos como Glasgow y Liverpool en
Inglaterra (95,94} § Coloradeo {(23), Utah, Oreqgon, Washintong (%),
New Hampshire y New York en USA (203 Leningrado on la URES (24)

Un e*amen hecha a 1419 turiatas norteamericanos procedentes
de Ya URSS, mostrd que el 23 ¥  hablan adquirida giardiasis
principalmente en Lepingrado (24,26,27). En Inglaterra mas de
3200 infecciones por Giardia %on reportadas anualmente en lon
laboratorios de Salud Pablica (95,98), En USA, 1a baja
endemicidad se ha revelado por los brotes epidémicos (9,20,23)

lo cual se ha estimado por la poblacidn enferma an un 7-11  %.
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Segon  Schult:r (52) €010 represcntan una pgquafa porcitn de 1la
vardadera Incldencia vya gque wun gran namero de portadores
clinicamente mantignen un aspecto saludable con rapspecta a la
capacidad de G.lamblip pars producir enfermedad.

En palses treopicales y subtropicales. la endemicidad es
mayor 42,94, las infecciones de viajeros indican gQue ta
glardiasigs es muy comdn en el Sur y Sureste de Asia, Africa
Central y Occidental y Latinpamérica. Sin embargo en la poblacidn
rasidente de é&stas regiones, la tasa de morbilidad es siempre
baja en adultos (35) y la ingidencia e@s mayor en nifos mayores de
2 anos de edad <(49.,50,82,97.98). En cambio en situaciones
epldémicas, en poblaciones no edpuestas, la tasa de morbilidad es
dal mismo nivel en todas lae edades (20).

En Héwico, las enfermedades parasitarias continuan siendo
urn  problema de Salud Pdblica va sea por la frecuencia en que sa
presentan como por los dafhos econdmices que producen en la
poblacien afectada (99-102). Hartuscelli {103} revisando la
bibliografia nacional desde 1734 hasita 1954, presenta datos sobre
la infaccién por G, lambiia en niffos. Obtiene el siguiente
promedio de frecuencia de infecclidn a nivel nacionals on
lactantes de 23.7 %, en preegacolares de 20.7 % y en escolaraes de
14,1 %. Estos datos varfian segun la poblacién estudlade. Perc 1la
mayo?ln de estos reportes tendientes a estimar tasas de
prevalencia en la edcrecidn de quistes nd raflejan 1a
epldemiologta real de la gliardiaesis an Héxico puesto que sa han

realizado en Hospltales donde acuden los niffos que requieren de
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atencion médicu (101, 102). Conasiderando que Jla G.lambglia es
potoncialmente patdgena en edades pedidtrices particularmente en
niffos Jlactantes (51) e9 de e@pRrar gque la mayor frecuecncia
‘purccntual se presente en los mencres de un afo de edad como &0

ha reportado {102},

a2, Ciclo Bioldgico

Biardia lamblia tiene un ciclo bhiolégico sencilla. Se
inicia con la ingesta ds guistes, los cuales al desenquistar
dan Jugar & trofosoitos que a su ve: se reproducen en intestino
dalgado. Durante el perilodo de latencia algunos trofozoitos son
arrastrados por los movimientos peristilticos y =2 enquistan
antos de ser aexcretados. E)! ciclo de vida B0 campleta cuando los
guistes expulsados <con la meteria fgcal son ingeridos por otro
hospedero {(figura 1.

El desenquistamjiento experimental "in vitro" con soluciones
Acidas de un pH entre 1.3 a 2,7 ha sugerido gue la acidez
géstrica em 8l factor inductor de desenquistamiento (104), pero
los trofozeltos no sobrevivieron on este medio. Despuds del
tHesenqui stamiento Jlos trofozoltos se eatablecen 96 el vyeyunon vy
duodeno donde al pH es mavor &« 7 ( es ésta porcidon anatomica, el
hlbitaé dal parasito). Durante ol dessnquistamiento surge de cada
quiste, un trofozolto tetranucleado que & divide inmediatamente
en dos trofozoltos binucleados los cuales se separan despubs deo

varias horas. Los trofozoltos se adhieren por suU cara ventral a
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Figura 1. Ciclo bioldgico oo Qiardia lamblia
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lag mivrovelloaidades de lan c&lules que constituyen vl cpitelie
intestinal. Akl adguicren autrimentos del flulde intostinal
posiblemente por pinocitosis o por absorciénh directa de su disco
ventral. Los trofozoltos se reproducen por  fisidn biparia, et
proceso #0 inicla con Ya duplicacidn de los nacleoss En el
proceso los cucrpos medios y e}l disco adherente parecen
desintegrarec cuando s duplican los cinctpsomas. Finalmente ean
la c4lulad madre, 108 organclos duplicados se reparten {ormando
dos polos, los cuales se distancian pauvlatinamente hasta
eompletar la divisidn (78). Quizd por atcitn gol Sistamna
Inmunltario dol hospedoro el trofozoito se degprende exponiendose
A ser arrastrado por ol peristaltismo. Cuando esucede logran
cambjar a sy forma guistica antas da spr expulsados, l.a siptaesis
de la pared quist1:§ parece Ber un  paso esencial en el
enguistamiento {10%5). Una de las estructuras importantes en la
formacion de la pared os la N-fcetil-D glucesemina ( D-Gle-NAc),
la cual es comn en la membrana del trofozolto. En lovaduras, 1la
gultina s sintetizada a partir de D-Gle-NAc por la accion de 1la
quitina Rintetasa (JN4), Billin y Col. (104) encusntran gue cuando
los trafozottos se enquistan * in vitro " se preseﬁtn un  aumanto
en 15 actividad de la quitina sintetasa gn comparacidn con los
cultivos aue npo se onquistan. Sin embargo aun no se han
dilucidado 1os mecanismos involucrados en la diferenciacion de
.trafozoltc a quiste,

Los quistes expulsados pusden ancontrarse en di ferentes

mstadlos de maduracitn y sobravivir en condiciones homedas por
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poriodos mag o mehas pralongados (21) hasta guo son angeridos por
otro hospedoro, Los quiztes binucleados puesdon madurar an ol
euterior en un periodo de 3 ¢ 7 dlae. consistiends an wna sDola
divisitn de cada nicleo (&%), Se ha reportado que quistes
expuectos a temperatura  ambiente durante 24 @ 48 horas
presentaron deterioro morfoldgice que los privaron deo su
viabilidad., E}] dono se¢ caracterizd por contraccidn v distorgitdn
de los nOcleos, turbide: del citoplasms e irreqularidad de la
membrsna celular (9),

En cuadros diarré¢icos el parasito no se enquista debido a
que los movimientos peristblticos son muy rapidos. Asi los
trofozoltos son expuleados y no logran sobrevivir, n! enquistarae

fuera de su hospedero desintegrandose facllmante (49).

1.5. Dbescripciim del parasito.

Tanondmicamente Qiacgia lambiia pertenece al Reino Frotista
Subraino Protozoa, Fhylum Sarcomantigophorea, Bubphylum
Mastigophorea, Orden Diplomonadida, Gen;rn Giardia v Espocie G,
Lamblia (107). El protozoario presenta dom faseo:. morfolégicast
una trofozoltica o vegetativa v otra quistics o de resistencia.
El trofozolto es una forma flagelada mdvil que colonize la
porcibn proximal del intestino delgada. E1 quiste ew la forma
infectiva que =0 expulsa a2l ambiente externo por medio ds las

hecos.



Figura 2, Rapresgntacién de trofozolto (A) y quiste (P} de

Giaraje lemblle
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1.3.1. Trofozolto

En ©! wnmicroecopio de lus directs, ge observa que el
troforolto es piriforme con simetria bilateral. Bu dimensfbn
varla de 1D a 14 pm de largo por & a 10 de ancho yv de 2 a 4 uwm de
espesor. Fresenta 4 pares de flagelos) 2 anteriores, 2 laterales,
2 wventrales y 2 caudales. Tiaene 2 ndcleos, sSituados a los lados
del eje de simatria, a vecas se obeerva cada ndclec con  un
caricgsoma central grande (10). Agimismo posee una estructura
circular denominada disco adherente o ceatriado que ocupa casi  la
mitad de 1a superficie superior (108, 10%). La superficie inferior
et ] Area desnuda y termina en un veértice (figura 2. En =l
limite inferior del dieco adhesivo se encuentra el cuerpo medio,
que B8 una de lam caracteristicas morfolégicas que parmite
distinguir a otras especies dentro del Qénero Qlardig. Estudics a
nivel wultraeatructural muestran una superficie dorsal convexa ¥
una ventral ligeramente concava en donde wse halla el disco
atdherente (10%9). Dicha gstructura ss encuentra constitutds par
dos lébulos con humerosas astrias on espiral (108)., Tiene dos
canaloss unp es el gurca marginal, Fformado por las crestas
laterales y por un borde ventrolateral} el otro’ cana! es el
surco ventrocaudal y a #ste lo forman los dos lobulos del disco
adherente. E] citoesquelete del disco es complejo, estd formado
por microtbdbulos v microfibrillas {(108-110).

La mayor parte de la suparficie del trofozalto s¢ observa

ravestida de wuna membrana trilaminar de 100 A de espasor. La

19



configuracion de eus flagelos es la cldsica de 2 fibrillas
centralas y 9 pares de fibrillas periféricas (111). Los flagelos
surgen de los axvtnemas © cinetosomas, Dos de wllos astdn en 1la
parte superior del parbhsito y los demas forman un complejo en la
l1inea media entre Jos dos niclecs (78,1068,111). Su citeplagma
muestra poquefas particulas dispereass de 150:'200 A de diametro vy
mbltiples grinulos de gluctygeno de 300 A , asi caomo estructuras
paracidas a ribonucleoprotelnas. El drea desnuda parece no tener
citoesqueleto. Tiene gran cantidad de vacuolas repartidas en el
arga central vy por debajo de tada la membrana plasmatica dorsal
(10, &5) .

Los nficleos exhiben un nucleoplasma con sdltiples granulos.
Su membrana nuclear es daoble y parosa. La estructurs del cuerpo
sdlao muestra una comnposicidn a bace de agregados alicrotubulares
qua s© axtienden a 1o largo de loa axgnemas de loxs  flagalos
caudales. No se han obsarvado en el trofozoito, estrurturas
some jantes a mitocondrias, lisosomas, nil reticulo endoplismico
1iso (&5,112),

En cuanto & composiclidn proteica del tr'o-#azoltn a® ha
mastrado Qque la tubul ina ws 1a principal proteina de la
astructura microtubular del dimsco (10B). Tashién se han
idmtificade protelnas contrictiles <como la - actina, alfa-
actinina, aiosina y protomiosina formando psrte de 1la regitn

parifirica del disco ventral (109},
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1.3,2. Guiste

E} quiste ez genaralmente de forma oveoide aungue su le
puede cbaservar redondo, alargado, triangular e irreguiar., Las
dimensiones tambidn varlsn, auhque en promedic son da 10 a 14 um
de largo por & a 10 um de ancho. Ho cuintn con flagelos, ni disco
adherente. Posee 4 nidcleow, numerosas vacuplas, fibrillas v  una
paraed celul ar fibrosa de 0.3 um de espescr, ls cual envuelve a la
membrana plasmitica, Cuando wl quiste es inmaduro solamente se
van 2 nOcimoa. En ocasionas s@ ocbservan dentro del quiste,
cuerpos basales vy microtbbulos asotiados a microfilasentos en
filas paralelas, prnbnbl-mcﬁt. son porcicnes del disco adherente

(113),

CAPITILO 2. ANTECEDENTEY BENERALER

Se ha comprendido que gpara el establecimiento de una
infeccidn, . son factores criticos del hnsﬁ.dlrul a) la integridad
de la resistencia tnespecificas; b)) de la defunsa cgpeclflcn; y ¢}
®]l wquilibrioc en la intensidad de las respusstas,

En cuanto a la resistencia inespectfica, ws# tiensn pocos
satudios. El contacto sntre trofozoltos con defansas cslulares
tnespecificas pumde inicisree desde la adherencias. El astisulo de
un gran nbtssro de trofozoltos adheridos puede gser suficiente para
producir irritacidn intensa de la mucosa inteastinel y propiciar

#l reclutasiento de células sotonucleares v polisorfonucleares.

21



En oodelos experimentales ee ha visto debajo del cepitelio
intestinal de ratones, & macr&fagos provenientes de Flacas de
Pever’s portando fragmentos de trotoscltos de B, muris y rodeados
por lipftoblastos (113, También ae bha reportado fagocitosis “i1n
vitro" de trofozoltos por parte de macr&fagos peritonealegs de
conejo (757, ‘

Con respecto a la defensa pspecifica hay amas estudios v s
justifican par las evidentias alentadoras de inmunidad contra la
en*crmn;:;. Se .ha demastradoe experimentalmente que los ratones
resuslven 1la ipfercidn con G,muris y €on recistentes 3 la
reinfeccidn (115),. Aungue en humanos, la inmunidad a G,lamblia po
ha sido demostrada estadisticamente. La evidancia del efecto
protector de la primoinfeccidn fue nostrada por Rentdor$f {33y
quien tratd de reinfecter con 14 misma dasis a los individuos que
resultaron infectado=s por primera wvez. En este estudio se
encantréd que B de los 22 cesos presentaron resistenciéa a la
rainfeccidn, Otra evidencia surgid en el estudio de upa epidemia
de gtardiasis, dande se notd que un gran nor;entaje de los
individuos visitantes tuvieron manifestaciones clinlcas sgudas vy
mayor suscaeptibilidad a 1la infeccién en comparacidn con los
pobladores del brea epidémica (23).

Hay estudios Que parecen seMalar que la inmunidad estd dada
por elementous celulares. Por ejempleo en un modelo animal, -1-]
cbserva que los ratongs atimicoe infectados exparimentalmente con
G.muris, lograron resolver 1la infeccién en” un tiempo mas

_prolongadno gue los ratones inteQros pero no adquirieron
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proteccidn 8 la reanfeccidn. ¥ cuando se les admimistrd células T
los animales resolvicron la infeccién a2 un tiempo normal. Esta
rosclucidn ocurrifh aun si las celulas T 20 daban al mismo  tiempo
que el indculo  (34), En otros estudios 8@ ha observado que
ratongs con respuesta inmunitaria deprimida por irradiacidn o por
administracidn de corticosteroides presentan gQiardiasis con
manifestationes clinlicas persistentes {1180, Asimiemo e  ha
observado un aumante en el namerc de linfocitos en blopsias
yeyunales de paclentes con glardlasis clinica aguda (580,861) agi
como  adherencia de pequefios linfocitos a la membrana dorsal de
trofozoltos en biopsias de intestino humano (18) v en modelos
animales de giardiasia (117), Otro tipo de actividad celular fue
sehalada por Smith y Col. (118 qulienes en un estudlio "in vitrav
mostraran citotonicidad celular dependiente de antjcurrpos
(CCDOA). Los granulocitos de individuos sanos fueron cirtotéxicos
para G,lamb]lia & una relacién de 30t]1 en presencia de anticuerpos
antigiardia, El1 efecto no dependid del Complemento vya que el
antiguaro (Ig0 de congjo inmunizado) mas écmalemunto en ausencia
del granuleocito no afectd al pardsito. De igual Jorma el
granulocito en ausencia del antisuvero no mostrd cltotoxicidad.
Los mneutrdfilos v los @osindflilos también mostraron CCDA  aunque
en un grado mas bajo, en camblo la actividad no se prasentd eon
los linfocitos.

QOtros egtudios parecen indicar que la ipmupidad estd dada
por alementos humorales. La importancia de laos anticuerpos en

Qlardiasis, a2 reflejo por la saveridad de wmanifestacicnes
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clinicas que presentan loe pacientes Hhipogamaglobulintmicos
(43, 44,431, GSmith y Col, 18&) detectargn en  algunos pacientes,
tttutos de Ac slricos entiglardia hasta 15 meses decpués de la
infeccidn. Bin embargo en otro pstudio, e observd gue con el G8 %
de un grupoc de pacientes convalescientes, DB niveles de Ao 1gG
serolégicemento positivos No s@ mantuvieron mas alld de 4 ®B=nanss
desputs de la erradicacidn del pardsite (1%. Tal wvezx el
mocanismo  inmunitaric humoral psté basado sobre los Ac  de
sgecrecibn. En up sistema murino, ratones Jlactantes de madres
inmupnes fueron resistentoe a la infeccidbn con G.omurissd ta
resiatencia la perdleron cuando fueron desdotados (11%9), En otro
modelo murino, se indujo la infeccidn con Gumurjes vy eolo los
ratonoes amamantados con leche de madroes inmunizadas, resolvieron
ia giardiasis (120). En ambos casps, logd resultados con
inmunofluorescencia indirecta (IFI) sugirieron que la proteccidn
pudo ser propercionada por titulos de lgA & Ig3 contenidos eﬁ la
lecha. También se ha sugerido que la proteccidn derla sor debldao
a la accitn de linfocitos y macréfagos que Ffueron  estimul ados
antigénicamente en intestino materno v Que emigraron hasta la
glandula mamaria para ser ingeridos por el ratén (1B8). For otra
parte en biopsias yeyunales de pacientes con giardiasis cranica,
madiante 1 motpdo de inmunofluorescencia directa (IFD) se
descubrid en la mucosa, una reaccidn alrededor de la membrana
dorsal de los trofozoltos de G,lamblia cuando wa aplicaron
antigueros cantra cadenas alfa, kappa y lambda de Ig humanaw. i.a

ausencla de reacecldn con los antisueros contra albbamina,
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fibrindégena y componente I de Complementa descartaran 1a
posibilidad de ateorcidn ipespecifica (121). Las posibilidades de
accidbn de low Ac pueden wpr aediante la ya mencionada CCOA, por
neutralizacién de lectinas, impigionde la adhostidn a la nmucosa
tntestinal y por opsbnizacidn de trafozolton. Owen (13%) plantea
que los Ac pupdun ovitar la unidn gol pardsito a2 la pared
intestinal mediante el rectonocimiento y blogueo de receptoras oo
las microveilosidades.

Antagdntcamente el parasito debe tener mecaniSmos para
altgrar las respuostas inmunitarias. 5& ha encontrado Jligera
disminucidn de IgA local en paciantqi con giardiasie crbnice
asoc)ada a absorcion iﬁtestinal daficiente iy [} =y
convalpscencia (122), En pacientes con gierdiasis sintomatica, se
ha observado por medio de IFD a nivel de mucosa 'intestinal, (B,
aumento en el ndmero de lTinfacitos portadores de IgH (iS5), IgE e
I1gD en su suparftcis vy disminueidn de portaedoras de Iga (123, La
raelacibn ke invictid despuas de errldicaf al parbsito (123). En
otrog casos, no se ha ancontrado que la densidad de las célulass
productoras de 1gA dentro de la mucosa tatestipal fuese anorasal
(15,121), En modelos animaios sp ba dascubiarto gue ne siempre
g2 elimipa al pardeito, guizd porgun e estaeblece una relacibn de
aquilibrio paridsito~hospedara, sin Que sa detecten evidencies de
1a parasitosis. £En un modele expuriments&]l lox ratones gue
estuvieron parasitades con G.purjs, dejaron d& excretar gquistes
an 21 periodo establecido que sefalaba la eliminscidn  del

pardsitg. Pero al analizar porciones intestinales se haild que la
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resaluciétn fue incomplrta eh mas de la mitad de los animales
t&7}y., Por lo tanto es necasario gsclarecer esa relacidn y buscar
antlgenos de excrecidn, secrecidn o somdticos dgl parasito que
tengan capacidad para modificar los eventos inmupnitaricas. Al
respecto se ha propuesto gque la respuesta inflamatoria de 1la
mucosa intestinal  ante la infeceidn con ELQLQLQ posiblemente
tiene un popel importante en la génesis de la enfermedad. Antes
de que €] anterocito manifieste signos de dafo morfolagico hay
aumento en &l namero de linfocitos interepiteliales, debido quizé
a una respuesta contra antigencs ralaclonados con el parasito.
Asimigmp 1a magnitud de la infiltracion asta asociaga con ol
grado de disfuncién de acuerdo a las observaciones hechas
madiante pruebas de absorcibn intestinal {&0)., Un signo mes de
que el daflo a la mucosa €n glardiasis puede estar mediado por
mecaniemos  inmunopatogénicos es el propuesto por Giljon y Col.
(67). Low autores sehalan que el dafio celular es @l resultado de
reactiong® inmunologicas esimilares a la reaccidn de |(njarto
caontra hospedero descritas en el ratén (124), dnnha la presencia
desl  aloantigeno activa la hipersensibilidad. De esta manera los
enterocitos son danados por las linfocinas citotduicas liveradas
por .las <&lulas T. La hipdtesis @6 apoyade por la ausencia de
leslones en la mucosa dal ratin atimico infecteado con G,murils.
Adembs cuando los ratenes fueron restituidos con poblaciones
calularas obtenidas del bato de sus ratones singénicos infectados
con anteriaoridad, se presentaron alteraciones histologicas en su

mucosa intestinal (142).
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En rasumen, €@ contintian &stos estudios sobra las
interacciocnes de 1os elementos del sistema de defensa del
hospedero c<on ¢l pardsito v poco a poco se va entendienda 1la
complejidad de leos mecanismos inmunitarios. Por 1o tanto es
prapanderante realizar estudios spbre 'la identificaci®&n de Ag dal
parbdsito que pueden jugar un papel importante en la patogenia asi
cond aGuellos gue pugden servir para un diagndstico certero o
para la bAsqueda de componentes del pardsito que Ffavorezcan 1la

inmunidad del hospodero.

2.1 Antecedentes Directos

Smith y Col. (12%) fueron los primeros an tratar de
1d;nt1flcar AQ del trofozolto. Usaron inmunoelectroforésis en dos
dimensiones (lEDD), electroforésis en geles de poliacrilamida con
dodncii fulfato de Sodio (SDS-PAGE) y andlisis inmuncenzimbhtico
(ELISA) para comparar Ag cde & cepas de @G, lamblia. En IEDD con
suero de conejo anti-cepa WB s&8 sncontraron enlla- 4 cepas,
diferenciay antigénicas cualitativas y algunas cuantitativas. Los
investigadores notaron ausencia de grupos antigéanicos en el
perfil inmunoelectroforético bidimensicnal de la cepa Portland 1
1P=1Y aai cnﬁn diferencias llqﬂlfiglthlﬂ en los valeres de
densidad &ptica de un ELISA cuando se enfrentaron 10 suarcs

humanos con AQ de las distintas capas.
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Hash ¥y Eol.{l24) reoportaron la existencia de componentes do
superficie de trofozojtos WE y P-1 qua fueron facilmente
iodinadoa on c#lulas vivas vy lucgo gradualmente liberados en  al
medio do cultive en un pericdo do 24 horas. Hallaron qgue la
principal malécula liberada de 1s superficie fue una protelpa
hidrofbbica polldlépursa de 94-225 KDa soensible a pericdato o

inecluble a loroformo—-metanol, Dicho material no se unid a

manosa, qidﬁn;A. glucosamina o galactosa. También hallaron
mediante IEPD y revelando por auto-radiografia que cof principal
preducto secretoric de la cepa WP estaba ausente en la tepa P-i.
En @! andlisis electroforetico daol gel de poliacrilamida S5-15 % y
por auto-radiograflia notaron ctras bandas, desde L&.5 hasts 94
¥Da y una banda de 15-21 KDa . Los componentes radioiodinados dol
sobrenadente del cultivo fueren antigeénicos ya que pudieron
precipitarse hasta un 92 % con suero e congjo anti-cepa WR de
Q:lamblia -

Einfeld y Stibbs (127) identificaron vy caracterizaron
parclialeente un Ag do superficie presente en 4 cepas de G.lambils
Para @l astudio utilizaron IEDD, inmunpelactrotransferencias (IET
y radicinmunoprecipitacion (R1P) con suero de congjo hiperinmune
& 1incorporarcn solubilizadores do membrana a8 la toécnice para
preparar ol Ag de treofozoltos. Cop 1EDD usando antisuerps contra
cupl; P-1 vy WB no encantraron las diferencias antigénicas
reportadas por Salth y Col. (125%). En cambio En;ontrarun que un
arca proainente de precipitacidn desaparecid al adsorber el

antisusro con trofozolitos Integros o §ijadeos en  preparacibn., El
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hacho sugirid gue so trataba do un Ng de superficie. Por mcdia
de IET so halléd que @) arco de precipitacién correspondia s un Ag
de B2 KDa. En el anilisis clectroforético de fig de trofozoltos de
la cepa P-1 radiomarcados en su suporflcie, s vorliflchd una
molécula iodinada de B2 KDa. La moleécula fue inmunoprecipitada
con @1 antisuerce monaespecifico. Asimlsmo se detectaron otros
companentes radloicdinadon de menér intengidad cuyos pesos
molecul ares  fuercn 180, 105, 43, 55, 37, 20 y 24 KDa. For medio
de RIP con antisuorc monoespecifico contra el camponente de 02
KDa, los autores notaron bandas de 103, 30 y 28 KDa. 3Sin esbargo
las cepas LT, HE y RS tuvieron mayor intensidad en las bandas de
A0 ¥y 24 Kba. La céractarlza:ion preliminar reveld que 31a molécula
da B2 KDa fue hidroféablce y parcialmente sensible a periodato,
saghalando la presencia do :arbohidretus. FPosiblamente ae trate de
una Qlicoprotetna (127>,

Otro aspecto {mportanta Ffue la identiticacieén de ag -nn
suerocs de infecciones humanas. Al raspectao Edson y Col. (128}
hallaron en 2 pacientes mediante RIP, qua los Ac antigiardia
reconocieron una protelna de 88 KDa prusnﬂtn an la suparficie do
trofozpltos de cultivo axénico. Ademds prepararon Ac monoclonales
murinos contra AgQ de superficie de trofozolitos ¥ mostraron que
una do.las clonas reconoclé una proteins de 68 KDa en las cepas
P-1, WE y alslados clinicos. La proteina fuwm la misma Qque
reacciond con los sueros humenos puesto que Fue adsorbida
cnmpleglmentn por wm] Ac monpclonal.: Cuando conjugaron ol Ac

monocGlonal con fluoresceina vy lo probaron con las dosx coepas,
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ohzerveron wna tincién uvnifo e on toda la superficia cetular
incluyendo flagelos. E! Ac monoclonal no reacciond con G, surd 8,
E-histplytics. T,vaqinalis nt con T,homims. Lo anterjor sehalo
que ©1 epltope de la aoléculw de B8 1 Da {fue espeocifica doe
Gplamblja v estuvo presente en los alslados cllinicos froscos,

E1 atro reporte fue de Taylor y wénman (129} guienos
medi ahte IET estudiaron el suero de 1& pacientes cCcon Qiardiasis
activa, I de ellos con hipogamaglobulinemia. En sus  resultados
encontraron que el Ag dominante reconocido por 11 de les L&
SUCGr0% de paclientes vy por 2 di los wueros testigos fue una baenda
de protetiria de 31 EDda . Los autores mostraron _un patrbn
electroforético de protelnas de superficie de trofozoeltos WB
dande @] principal componente radiciodinado fue una banda de 3t-

33 rDa.

2.2, Justificacibn

En la introduccibn de la presente tesis sﬁ han descrito
alteraciones wmorfoldgicas y fuhcionales de la mucosa intestinal
asocliadas a la presencia ds @, lamblig. Asimismo en los
antecedentes se describen brevemente patudios que tratan de
encontrar ol mecanismo de resistencia a G, lamblia. Los hallazgos
justifican fa bisqueda de métodos de diagnostico que permitan
realizar ectudios epidomivlogicos. Eztos estudios podrian
provaer datos para entender la aparente ausencia de morbillidad en

individuos agintomdticos,
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lin mbtodo goenerali:ado para detectar al parésito, tsnto on
£l portador asintomdtico como on el paciente con cuadro  agudo
sugaestivoe de giardlasis, os anAligis coproparasitoscéipico
{CFS), La eficacya del CPS depende del seriado de muestras, 6a
reoporta gque on individuos sintomAticot, ] CPS es positivo en
75 % de las veces en la primera muastra, @] 90 % con dos muestras
y el 7.6 % con 3 muestras (9&), Ho obstante hay autores qguo
mencionan periodos de negatividad en CPS par lo menos de 20 a 30
dias (792 asi como en las primeras etapas de infeccion (23,47).
En el caso de inoividuos con mani feataciones clinicas agudas es
importante demostrar la presencia del pardsito ya que no hay
slntomas, ni signos especificos de la glardiasis gque permitan
sostener un dl agnasetico basadao exclusivamante an la
sintomatologlia (69), Ademads del CPS, o1 pardsgito se detecta
mediante la extraccidn y analisis de flulde duodenal coeh sonda
nasogagtrica o con Enterocadpsula (BG} y en cas® extremo con la
biopsia yeyunal (59}, Perc en acasiones gl paciente pusde ser
objete de pruebas de laboratorio inna;utarial incluyendo 1la
hospitalizacisn (70}, Debido a ellp ¥y & qua alguncs de los
métodos mencionados son costosos vy complicadod, en los daltimos
afhogs sa ha propuesto el ustp de pruebats seroldgicas para
determlinar titulos de Ac contra 21 paridsito. Esta opcién e3 mas
sencilla, econfimica y menos traumbtica para demostrar 1a
prosancia del parasito en pa:iente§ con deficiencias en la
abuworcian intestinal. Asi mediante inmunofluorescencia

indirecta (IF1} o inmunodifusidn radial (IDR), sp han detectado
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titulps de 1110 & 11160 de Igh stérica contra quistecs de G,
Lamblia en individuos sintomiticom comparados con t{itulps de (31Q
en individuos no infectados (15,82,84). En ahos postocriorps se
detectaron por 1F1 y ELISA, titulos de hc contra trofozoltos de
1116 a 112048 en individuos infectados comparados con tltulos de
112 a 118 en testigos sanos (B5-B7). ﬂtra|a1ternat1va que se ha
propuesto, ea 13 deteccidn de Ag del parasito en heces por medio
de los métodos de contrajnmunoclectroforesis (90, T4} e
inmunoenzimadtico (92,93). Las alternativas podrian ser atiles
para fdentiticar individuos asintomaticos. Sin ©mbotus  pars
obtener resultados confiables se requiere on 1o prigsg « de  las
alternativas, celeccionar el Ag del parasito. En la segunda
alterpativa se reguierr adenbds de seleccicnar, preparar gl Ag
para obtenar los Ac gue se usan  an contralnmunoeloctroforésis v
anAlieie inmunoenzimdtico de tipo “emparcdado”.

Con respecto & los Lndividupns con giardiasis aslntnmaticns.
58 ha mostrado que presentan tltuloe de Ac contra G. laablja,
comparables al de log individues con sintomag (B7), Lo cual
zugiora que la ditarencia entreg anbos tipos de infeccién no  se
deban  a 1« concentraCifn de Ac séricos contra el parasito. Se
desconoece =i Jos individuos asintomiticos tiepen N contra
determlnantes antigénicos especificos de B, _lamplia. relacionados
con la proteccidn. En bazse a 1o anterior, ag plantearon 1los

aiguientes objetiwvos?
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2.3, Objetivos

i.-Desarrollar un m2todos de ELISA que permita optimizar 1a
deteccibn  de anticuerpeos contra G, lamblisa en individuos con
glardiasis asi como eeleccionar aquellos suercsg con titulos
altos de anticﬁerpo- en contra dai.parAuito.

2., -Identificacibn do protetpas de G,lpamblla que son raconocidas
por anticuerpos presentes en Jlos sueros seleccionados por
inmunoelectrotransfaerencia v radioinmunoprecipitacidn

3.,-Determinacion de diferencias en 21 reconocimiento de proteinas
por sugros de individuos con qgiardissis sintombtica vy el

ohtenido de individuos asintomaticos

CAPITALO 3. MATERIAL Y METODDS
Z.1. Seleccidn de Individuos Infectados y de Testigos

-Las muaestras de sSugro que se 2mplearon en este trabajo
fueron cobtenidas de &7 nifos gquienes acudiercon a conwmulta por
diferentes mativos en el Hospltal Infantil de México "Federico
Gomes" S,5. y cuyos resultados clinicos fueron positivos a
G:lamblia en uno o mas de 1o 3 coproparasitoscopicos  (CFPS)
real izadoa.

Los suarps {fupron divididos en dos grupost El primer qrupo
denominado sintomdtico estuvo constituldo por 358 suerops de nihos
que presentaron uno o mas de los siguientes signos vy  sintomass
cuadraos diarrdicos o canstipacidn en las dltimas semanas previas

a l1la consulta , dulur'apiglstricu. talla o peso disminuidos vy
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ancrexia. El otro grupo fue denominado asintomAtico y  estuvo
fFarmadao por % sueros de niftos que no  presentaron dicha
sintomatologla. Adimismo fue Selectionado un  gr upo  denominado
testigo el cual qQuedd integrado por 127 sucros gque provenlan de
ninos sin antecedentes clinicos de giardiasis,. con X CFS
negativos ¥y asintomdticos en lo que se 'rofiere al criterio

descrito para el grupo de sintomaticos.
3.2. Obtencibdbn de Trofozoitos de Ccultivo Axénica

Para la abtencién de trofozoftos, so utili:arnq frascos de
cultivo de 50 cm z {Hune, Danenark), nicroscopio de luz ipvertida
(0l ympus,Japan}, centrifugae refrigaerada (Sorvall RC-5, DuPont fo.
UsA), balanza semianalftica (Sartorius 2442, Germany), uny
potencidmetra (Interpal Sci, Switzerland) y tubos de poliestirenc
(Corning Co. USA). Los troforoitos de G, lamblia crecierocn en
cultivo axénico en medio TYI-S-3I3 madificado (13C). En la {ase
exponencial de crecimiento, los frascos de culti;a se sumergieron
en un bafio de hiele (QoC} duranta 1% min para aseparar log
trofozoltos de las paredes. Ensequida se concentraron por
centrifugacidn en tubos de poliestirenc de 50 ml de capacidad =»
2500 rpm durante 10 min y se descartd el sobrenodante. EL
procedimiento se repitld tree veces adicilonando en cada ocasidn,
40 ml de amortiguador fosfato-sallino {(AFS) pH 7.4 para

resuspender los trofozoltos. Después de la dltima centrifugacidn

los trofozoltos fueron duspendidos anh 5 ml de AFS.
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Z.2.1. Cuantificaclion de Trofozoltos

Para 1a determinacifn del namere de trofozoftos se tamaron
0.5 ul de la suspensibn do troforolitos con una plpeta de Thoma
{Intramedic, usSHY vy se llevaron a un volumen de §.1 vl con ASF.
La mezcla o homogenizd por un mindto, 22 descartarcn las
primeras 3 gotas vy a@n una Camara de HNowbauwer {(Bright linae, USAHAY
5 colocd® una gota paera llenpar la Camara por perfusidn, So
contaron las cflulas en los 4 cuadrantes por madio del
microscoplo de lus directa en objetivo 40z {(Carl Zeiz:z, Germany) .
El ndmero de trotozoltoes multiplicado por el facteor 50 de la
plpeta de Thoma, di& come resultado el nimero de trofozoltos/am
cuadrago, gue multiplicada por 1000 fue igual al nbomero de

trofozoftos /mi de solucibn,

3.2.2. Obtencidbn de Antigeno Soluble

Para la obtencidn de Ag soluble, fueron utilizados
aproximadaéenta 200 millones de trofozocltos resuspendidos en AFS,
les cualeu fueron colocados on befio de hielo vy sématidol & 1&0
amplitudes on un Aparsto de Ultrascnido (Lab-linpe 1Ine, USA)
durante &0 seg con 3 min de descanso. El proceso se repitid 3
vecas. Sp wverificet el fracclionamiento de las células, ae
centrifugd la suspensidn a B,000 rpm.en una centrifuga Barvall

{RC-5 DuPont Co. USA) y 8@ rocuperd la fase soluble para

cuantificar protelnas de acuerdo a1l mitode de Lowry y Col. (131).
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3.3. DObhtencion de Anticuerpos contra ti,lJamblia en Conejos para

Degarraollar un Anadliols Inmunoenzimdtico

-

Fara la obtencién de cueros enti-G, lemblia se uttli-aron 2
congjos blangos Nueva Zelanda de X tg de peso. Estos animajes
fueron (noculados 4 veees par vila  gubocytanea en diferentes
sitios, empleando unas cmulsian antigénica de troforoitos de la
cepa F-1 de G, lsmblila, L« emulsian antigénica se  prepard
empleando un  volamen con SO0 ug de protetna soluﬂle de
trofozoftos mexclados con igual val dimen de adyuvante.
Infcialmente se inocularon los conejos con adyuvanie completo de
Freund ({(Sigama, Co. USAY, dJespués dos veces con adyuvante
incompletos y en la dltima, solo la solucidn antigénica. El
giguema de inmunitacidén comprendid un periodo de 4 semanas con
intervalos semanal s, Los animales descanzaron mes 1'd
posteriocrmente a uno de ellos se le repitid &l ol procedimiento.
El titulo hemaglutinante del suero fue de 131024 para ol

primer conejo y de 1116384 para e8] sequndo.

3.3.1. Adaorcidn de Anticuerpos de Suerc de Conejo Inoculado con

@: lamblia

Fara la adsorcién de anticuerpos seéricos de ceoneja
inpculado eoh @, lambija se empled ! ml del suero dilufido 1210 v
e le adiciond 100 millones de trofozoftos suspendidos en 1 ml de
AFS pH 7.2. La maexcla se incubd & 37*C/hr. Se centrifugd a 8000
rpm/10 min/ 4*C (Sorvall RC-5, DuPont, USA) y ei epbrenadante se

filtréd en membrana millipore 0,22 um (Millipore Co.USAl.
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3.4, Desarrolio de un ELISA con Discos de Papel en Microplaca

Fara realizar el orimer ebjetivo del presente trabajo, se
dosarrolld un analisis inmunoenzimbtice con discos de papel. Fara
pllo, sa emplearon sueros de conejos inculades con G, lemblia,
sueros adsorbidos con antigeno. auérus normales y  antisueros
conjugados a perotidasa. Todas las prucbas ae efectuaron an
microplacas da poliestireno de 94 pozos (Hunc, Danemark) en donde
fuercn colocadoa discos de papel sensibilizados con proteina
soluble de trofozaltos de B,  Jamblia. Cada prusba llevd como
tentigo AFS pars descartar adsorciones inespecifices o reaccionvs
indespablen. Cada valor de Denzsidad Optica (DOY registrado, fue
al promedio por le menos de tripligudoa y cada encayo s realizd
varias veces hasta que fue convincente su reproductibilidad,

fsimiemo se probd la especificidad del método.

3.4.1, Sgnsibilizacidn de Discos de Papal para el Anklisis

Inmuncanzisbtico -

Para el desarrolle del andlisis inmunoenzimdtico we
utilizaron como fase sblide, discos de papel filtro do 7 mm de
dlAdmetro (Schiecher and Schuell MNo.5%7, RFAY 2 lo® qua =2 leas
acoplé proteina soluble de troforoitos de @, jemblias, de acuerdo
con el procedimiento descrito por Acosta y Col. (I32). Para wllo
fue incubado un gramo de discos -da papel con HNaDH 3 N,
posteriormente fueron lavados con agua vy resuspendidoa en

amprtiguador de carbonatos 0.1 M pH 9.4 Luego se les adiciond
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BrCcH diswvelta en acetonitrito (Herck Llnc. USAY en reolacibn 13}
(ps/vy y me incubaren con 30 ml de una solulyOn de protoinag do Go
lamblia (©.% mg/ml) disuslta en amortiguador de boratos boratos
2% mM. Despuas de incubsr o 4°C durante todse 'a  noche, los

discos fuo?%n auspendidos en solucidén de glicina 5 oM (Sigme Co.
USA) y en amortiguador Tris Q.0% H pH B.o ;an alvimina sbtrica

bovina WOt mg / ml). Por dltiae 1os diecas fuoren licfilizedos

(Labconco 4451F, USAY y consarvados a 4*C hasta sy uso.

3:.4.,2., Titulacion de Anti-Inmunoglobulinas Conjugadas a Peroxidasa

Fara 1o titulacibdn de conjugados anti-1gG6 humana-peroxidasa
(Cappel Co. USA) o Frotelna pA-perodidasa (Folysciepces, lnc. USAY
@ coplocaron 100 ul de amortjiguador de citrato-fosfatog ©.1 M pH
5.0 a cade pozo de vha microplaca de poliestireno de fondo plano
{Hung, Danemary), euceptuando la primera 1fnea horizontal donde
s¢ ecolocaron 200 ul de la solucidén de conjugade anki-Ig-
perozidasa con dilucién inicial de 11100, luege €e hicieron
diluciones suceasivas en sentido vertical tomande 100 pl de cada
pozo  y homogenizando en el siguiente a partir Jde los pozos de la
primera Ilnea horizontal. Fosteriormente se agregaron S0 ul de
s0luci®dn de sustrato de la peroxidasa (ver apéndice) a cada pozo
y 88 incubd durante 30 minutos 3 3I7°C., Al final la reaccibn se
inhibléa mediante 1la adicidn de 2T M1 de dcido sulfarico 2.5 N
(Beckman,USA) y se registrs 1a DO en un lector da ELISA (Behring,
Garman§1 con filtro de 490 nm, El criterio fua utilizar en los

ansayos la dilucion mas baja con una absorbancia cercana a 1.0
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3.5, Separacidon de Protelnas Solubles de Qiardia tamhlia por
Electrofortisis en Geles de Poliacrilamida con Dodectl

Sul fato de Sodio

La preparacién de geles de poliacrilamida se realizd de
acderdo al método de Laemmly (1331.‘ So utilizaron placas de
vidrio de 20 % 14 cm y 20 » 1% cm, separadores de pldstico de 1.5
mm de espesor, Camara de lucita perea electroforésis vertical
(Bethesda Res Laby, Inc. USA) y una "fuente de poder"” tlsco 493,
Ca. USA), Para la formacidn del gel, e limplaron las placas de
vidrio y 1los separadores con gasa previamente sumergida eén
alcohol. Se colocaron los separadores entre las placas de vidrio,
gngrasando con poca vaselina. Se sujetaron con pincas metdlicas,
se nivelaron y se probaron para impedir fugas. Al hacer 1a mezcla
del gel seaparador {(ver apendice) ee agitd vy (Y] colocd
CQidadOBamunta entre los vidrios g inmediatamente se adicionaron
2 ml de isopropanpl {(Beckman, USA} para eovitar gue al polimarizar
se forme o] menisco, La polimerizacién de gel concluyd a los 30
minutos. Al términe de alla s retird al 1sopropangl y 8¢ enjuagd
varias veoces con agua destilada para eliminar residuocs. Se
colocaron entra las placas de vidrio separadores de plistico para
marcar los carriles verticales de corrida a una dietancia de 1 €m
dal gel separador. Los separadores se limplaron previamente con
gaga alcohonlizada. Ensegulda se prepard el gel concentrador {(ver
apégndice}, 88 homogenisd la ma@zcla v sa aplicd entre law places

de vidrio hasta llegar al borde de la placa mas corta. La
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polimerizacibn  se realiz®d a los 32 min, Lucan  s¢ retiraron los
espaciadores para carriles y el espaciador horizontal infoerior,
de jando solo los espaciadores werticales, El gel conlenido eontre
lac Hos placas #+ue colocado en vwna cdmara para efechuar la
eloctroforésis en forma vertical. 9@ wtilizaron pintas para
sujrtar las placas & la camera y se probd c;n agua destilada paro
corregir las fugaeas de llguido. {a chmaras se llend con } litro de
amortiguador para electroforésis tanto on la cavided anédica como

en la catddica. Tomhién e elimiparon las burbujas de aire que

quedaron atrapadas en el gel en su borde inferior.

3.5.1. Preparacitn de Geles en Gradiente Continup

Fara la formacién de geles en gradiente continua se uwtilizd
una bomba perletiltica (Bage 379 A Ins, USA) un magnelo pequeno vy
una chnara formadora de gradiente continuve. En 1a salida de dvicha
cAmara se conectd® s un capilar Fflexible, éﬁFE 4 la bomba
periatsltica v 1la salida & las placas do acperte paras @) gel, Se
preparareon las asoluciones a) 3 vy al 1% % (ver apéndice) vy se
depesitaron en los dos reciplentes de Ja camaran formaedora de
gradionte continuo. La de moyar conecentraclén se colocdé en el
recipiente del extremo de Salids con un magneto ©n  agitacion
constante, Luege embas recipientes de la camara sc conectaron
entro si, parsa pormitir ls mescla previa a 1a salida. El flujo de
salida en le bomba peri1stéltica fue progresivo hasta qﬁe llegar a

730 wml/hora. Se tuvo cuidado en evitar la formaci®n de burbujas
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de aire, Cuando vl gel espaclador llegb a una altura de (1.5 cm
s¢ 1nterrunpid el llenado y s adiciond | m! de isocprop2npl para
impedir la formacion de)l menisco, la qgelificecidn fue de 2 horas.
Al término de este lapso so retlrd el isopropancl, se enjuagd con
agua destilade y con amortiguador de clectraforésis, Enseguida se
colocd un scporador con carriles y se aplicd el gel concentrador

@n la forma descrita en la seccidn antorior,

.9.2. Preparacitn de Antligenoc con Detergentes

FPara 1a greparagidon de anhtigeno soluble en presenciasa de
detergentes, g8 emplaearon trofozoltos, los cuales fueron
rasuspendidos en 1 ml de amortiguador Tris-Inhibidores de
proteasas (ver apéndice) y s sometiercon en ultrascnido {HSE,
USA) par I veces a L2 micrones/ 15 seg/ O'C con intervalos de
30 seq de& descanso. Con el objeto de eclubilizar membranas sc
agregd Triton Y¥-100 hasta una concentracién final de 0.5 4% o
Dasoxicolato de Sodic hasta una concentrécibn final de 2 ¥ y ea
repitid el procedimiento de stohicacidn. Se centrifugd el material
sclubilicado a 12,000 rpm/ 15 min/ 4°C en centrifuga cllnicas
{Damen/ 1ELC, Diwv. usAa)l ¥ B sofBard el sobrenadante que fue
conservado en congelacién o« -~20°C. l.as proteinas solubles con
datergente g cuantificaron de acuerdo al método de Lowry
modi ficado par Dullpoy (134). En el procedimiento las muestras se

diluyeron L1150, 18100 y 131200 o 11250 con agua bidestilada.
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3.%.3%. Electrofardsis de Protetna Boluble

Fara e} anblisis electroforético del entigeno se wtilizd un
voluman de la solucidn final descrita en lo seccidn anterior, 1la
cual contenfa & mg de proteina soluble de trofozolftaos sonicados
con detergente vy se l& agregd igual  volumen de  amortiquador de
muastra 2n (ver apéndice). Por otro lado:. 10§ marcadores de bajo
peso molecular (Pharmaﬁla, usa) fueron suspendidos #n AFS pH 7.2.
El homogenizado y la spolucidn de marcadores de bajo peso
molecul ar sa sometieron a ebullicibn en baflo de sgua, por 5 min.
Enseguida, sa los adiciond PEete-mercaptoetanol {Blo-Rad, USA)
hasta una concentracién final de 5 % y se sometieron a cbullicibn
en bafo de agua durante | min. Posteriormenta, ambas muoktras
fueron colocadas ©n carrileds dal geli ol Ag se colacd en el
carril formado por un 'pelne clego" de 13 cm v la solucién con
marcadores de pesd malecular en un carril de 0.8 cm, Finalmente
s®# conectaron los electrodos a la fuente de podor {(Isco 493 Co.
WSA}, dando una salida de 100 voltics hasla que entrd la protelns
a 1 cm del gel concentradir. La electroforésis s mantuvo & un
voltaje constante de 40 hasta que la proteina llegdh a 0.5 cm  del

borde inferior.
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3.3.4. Tincibdn dal Gel de Pollacrilamida

Para la bingiln del gel de peliacrilamida se utiltizaron las
soluciones AH:ul de Coomassie (Sigma, Co. USAY al O.1 % y 1la
solucidn para dectefdir geles (vor apéndice!). Nl finalizer 1la
electroforésis, ¢l gel de poliacrilamida se 'colacd en =oluclidn de
Azu! de Coomagsle durante 1 hora. El exceso do colaorantg se pudo

remover coh varfos cambjios de scolucidn para destefir geles hasta

que w0 manlfestaron las bandas de protelinas.

3.4. Elmctrotransfoerencia de Praotefnas a Papel de Nitrocelulosa

Para realizar la electrotransfprencia de protetnes, se
empled el método descrito por Towbin y Col, (135). Parae cllo se
coloed la solucidh de proteinas tver seccidn 3.5.2.) aen el carrtl
formada por un "pelne clego" de 13 c©m e8n  un gel. de
poliacrilamida. Luego de la electroforésie (ver la soccién
anterior) se cortaron 2 tiras de! gel de 1.5 ¢m de anchol una con
1o marcadores de peso molecular (Pharmacia Inc. USA) y otra coh
la distribucién de protelnes. Las tiras se tinlieron para
comprobar Ja reproductibilidad del ensayo. Simultaneamante el gel
no tefMido fue colocado en amortiguador para transferencia (ver
apéndice) con leve aglitacidn durante una hora y con un cambio a
los 30 minutos. Posterjormente en una placa para tranferencia, se
coloctd el qgel, enseguida el papel de nitroceluloss de poro 0,45
um (BR-BS, Schleicher and Schuell, Cermany} Yy ambog ae

protegieron externamente con papel Whatman I MH vy fibra (Scotch
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Brite). Todo esto e sujotd a la placa para electrotransferencia.
Sp cuidd que la emigracién de protelnas hacia el catodo estuviera
hacia e) papel de nitrocelulogsa. La place con el gel se coloch
deptro de upa chmara {FHip-Kad, Model Protcan 16CHM, DSAY a la cual
sp ahudid amortiguador para electrotransfcngncia. Se conrctaron
los electrodos a 1a fuente de paoder (Bio Rad, Hodel 250/2,5, WUSAY

y se aplicd uvha corriente eléctrica de 70 voltieoss 14 horas/4°Cc,

S.8.1. Tincibdn del Papel de Nitrocelulosa

Fara werificar la transferencia de protelnas 2l papel de
nitrocelulcsa, éste fue tefMido, utilizando dos técnica;l
Técnica empleandns Hegro de Azul de tlaftgl.-Se cortaron dos tiras
dg papel de nitrocelulosa de %5 mm de anchol una con  los
marcadores de peso molecular y otra con la distribucién
de proteinas, Lao tiras se tifteron caon % ml de la solucidn de
Negre de Amido al 0.1 % (ver apéndicel con ligora agitacidn,.
Cuando las bandas fueron cvidentes (aprnuimadamhnta 3 min) sae
removid el exceso de colorante caﬁ sgolucisn de metanol 5 % -
Sdcido acético 10 ¥ en agua destilada durante 13 min en agitacidn.
Despuds de secar las tiras 8 temperatura ambiente se compard con
el perfil electroforético de las tiraw del gel con el propdsito
de evaluar la transferencta.
Técnica empleando Tinta India.~ Se cortaron dos tiros de papel de

nitrocelulosa eh la forma descrita y s& lavaron con 100 ml de

de AFS-Tween 20 al 0.05 % durante 20 min con un cambio a los 10

44



min. Seo agregaron 100 ul de tinta India & 100 ml de amortigQuador
nuevo y w8 incubd & temperatura ambiente hasts que fueron
evidentes las bandas de protelna. Luego e enjuagaron las tiras
con AFS-~-Tween 20 a]l .05 . y poster{ormente con agua de grifo.

Por altimo, las tiras se secaran a temperatura ambiente.

3.4.2. Desarrollo de la Inauncalectrotransferencia

FPara probar !la reactividad del papel de nitrocelulosa cob
suerus humanos, se emplearon solucjones descritas en el apéndice.
Una vez realirada la electrotransferencia se cortaron tiras de 4
mm de atcho del papel de nitroacelulosa ¥ s colocaron eh tubos de
taptn de rosca (Plrax) donde se agregd la seclucidn diluyente de
muestra y 81 suera humano o AFS como testigo del proceso (testigo
dg conjugado! probando a diferentes diluciones desde 1125 hasta
11500, Las tiras se inctubaron a4 3I7°C durante I horas con
agjtacién tigera en un apsrato agitador con plataforma (Ballco,
Biotechnol USA}. Posteriormente 1as tlra; a0 enjuagaron 3 veces
durante 1% min cada ver, con 2.5 ml de ASF=Triton X~i00 a1 [ % @n
agitacian constante. Se raalizd una segundes incubacién con 1 ml
de conjuQado anti-Inmunoglobulinas humanas-peroxidasa 1311000 en
AFS~suero bovino al 10 % y se colocd en agitacibdn a 37°C durante
3 horas. Nuevamente las tiras sc enjuagaran en la forme descrita
y 3@ incubaron con 2 ml de solucién reveladora de Naftol 6u.
Cuando 8@ dotectaron las bandas de reaccidn, las tiras se
enjuagaron abundantemente con agua destilada durante 2 min y se

sgcaron & temperatura ambisnte.
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3,7. Radiolnsunoprecipitacibn de Antigeno de Dlargia Jamblia

con Sueros Humanos

3.7.1. Marcaje Radioactivo de Protelpas de HMembrana de

Trofazoltas

Fara 1la radiociodinacidtn de protelnas de superf{jicie se
siguid el m&todo descrito por Morrison y Bayse (1T&), 6c5puea do
concentrar trofozoltos de G,  lamblia, estoE Se resuspondicron a

dilucidn 1110090 en AFS pH 7.4 y €@ contaron en una Camara de
Hawbauer. Por cgda 150 millongs de trofozofitpos se utilizaron
0.% mCi de Ha l—st neutratizado. Se caleuld el volumen que se
adiclona de acuerdo a la tabla de detaimiento de la emisibn gama.

En un tubo de wvidric tratado con ma:cla crémica par 24
horas y esterilizado, se colocd un volumen de Ma 1251. ae agregd
un  volumen 1lgual dg AFS 2x-HClI 0.1 N, 2.7 »x 10 “ M de ¥I,
100 ugsml de Lactoperoxidasa y AFS para llevar el volumen a 1 ml.
Posteriormente s agriegaron los trofozoltos,' ce agQlitd l1a
suspensién c¢celular y &2 hicieron dos adiciones da 25 wul de
fperdrido de Hidrégeno &1 0.03 % con un intervalo de 2.5 minutos.
Despubs de la dltima adiclién de perbxido de Hidrbgens, la meacla
s Qomatiﬁ a centrifugacidn un minimp de 4 veces adicionando 10
ml  de AFS 1x-KI ¢.1 M y retirando £l sobrenadante cade wvez. En
todas las fases del! procedimiento se confirmd la radicemisidn ton
un contador Geiger (Model Pug 1, Technical nsnaqi;tad, USAY tanto

del paquete celular como del sobrenadante. El pagquetw celular se

resuspendio en I ml de amortiquador Tris-~Inhibldores de proteasas
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Yy se procedid a desintegrar las células en la forma descrita en
la seccien 3,5.2, salvo que e vsaron tomo proteccidn, ciltndros
de plomo durante el manejo de la muestra. Finalmonte, antes de
conservar ol Ag a ~20°C se seopard una alicuota de 5 il para
rogistrar la incerporacién de lode en CPM en un contador (Paclard

125
Autogamma Scintillation Spectrometer 52301 en @] canal I.

I.7.2. Precipitacitn de Anticuerpos Sé&ricos con Proteina

Radioiodinada

Para 1a precipitacion de Ac contenidos en el suero de
individuos gon glardiasis y proteina radiciodipada se ompled al
método de Frotelna A-Sefarosa. Las solucliones wtilizadas se
degcriben en @l apéndice. El procodimiento sa realizd de 1la
alguiente maneraj En tubos #iliconizados con solucidbn de Proail
28 al 1 % enh agua, 5@ colocaron de 80,000 a 100,000 CFPM de
protei{na radicactiva con 10 4l de suero humano o AFS que se usd
como testigo del ensayo y se incubaron a-4¢C durante toda la
noche en agitacién constante. Postoriormente se agregaron 25 ul
de Protelna A-Sefarocsa CL~4B (Pharmacia Inc. USA) a1 S0 % en
HETT-ASF al & V¥ a cada tubo y 8p incubaron a 4*C / 90 min. Se
somptieron a centrifuqgacidn por 3 veces a 2500 rpm / 10 min a a°C
resuspendiendo las copreciplitados cada vez gon 3 ml de NETT~-ASF
41 1 %, NETT-NaCl 0.5 M y NETT ik, raetirando el sobrensdante
con pipeta FPasteur. EnseqQuida se transfirieron los coprecipitados

4 tubog eppendorf (Brinkman Ce. USA) de 2,5 ml de capacidad para
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cuntrifugar a 12,000 rpm / S min. Se retird ol sobreopedsnte v e
adicionaron a los precipitades 25 pl de amortiquedar diluyente de
muestra 2¥ sin Plronina "Y" pero con 3 p) do nzul de  Gromefenol
0 % en glicerol al &0 %, Finalmente se procedid & ta
aclectroforésis de proteitnas descrita en la sQCCitn . 5.
utilizando qgele=s de poliacrilamida en qradiénte 5-1% %Z. El onsayo
se efectud con los sigulientes testigosi suero humand negativo
3 G.__lamblia descrito en la seccién 3,1 y &0,000 CFM de Ag
radiomarcado sin somater a inpmunoprecipitacién asi camo

marcadores de peso molecular (Fharmacia, Inc. USAY,

3.7.3. Ravelado por Auto-Radiografia

Una ver realizada la electroforésis en el gel de
poliacrilamida en gradiente contipuno S-315 % , so procedid a tehir
el gel durante una hora en solucidn de Azul de Coomassie al Q.1 %
y £l exceso de colorante se removid con 3 cambios de solucién de
isppropanaol 25 Y-acético 7 Y. Se enjuagé I vecess con agua durante
30 min cada vez, Luege se colocd en solucidn de Galicllato de
Sodic IM pH & por 30 minutos. Se equilibrd con solucién de
metanol 30 ¥-glicerol 3 % durante 40 minutos. Por aGltimo se
somati® & deshidratacidn sobre papel filtro Hhatman 3 MM en  una
Camara Secadora de geles (Bio-Rad, Hodel 224, USA) a &0°C con
vaclo para extraer &1 vapor. Dicho proceso se realizéd en 990G
minutes y ©1 Qel deshidratado fue expuesto 2 una pantalla de
Cloruro da Tungsteno, cublerto con una pelicula (Kodak %0-MAT ARY

a —~70*C durante una o dos semnanas dependiende de la emisidn,
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CAPITUL] 4., RESILTADDS

4.1, Andlisis de Datos de Individuos Infectadeos y de Testigos

En ®l andlisis cllinico de lea &7 nifos portadores de
quistea de @, lamblia se encontré qué ? de ellos no presentaron
sintomas referentes al criterio descrito en la seccion 3.1, los
cuales fueron clasificados coma asintomaAticos,

El 53 % de loe nifios tnfectador fueron del sexo masculinge y
al 47 % del femenino y sus edades fluctuaron desde un mes haasta
12 afios excepto uno de L4 afiocst la medis oatdndar fue de & affos #
3. La digtribucién percentual por edades s2 realizd siguiendo ol
criterio de lactantes de 1 mes a 2 afos, presscolares de 2 aflow L
mes & & afos y escolares, nifios mayorgs de & afos de edad. Esta
distribuclén mostréd que el 40 ¥ fueron escalares, el 4% 4
pl;'eau::nlareﬂ ] el 17 % lactantes. El 42 % de estos niffos
procediercn del Estado de Maéxico, el 37 % del Distrito Federal,
al &£ % :_19 Guerrerec, 8! 4 % do Puebla y-e1 31 % de Tlaxcala,
Hidalgo, Morelos, Daxaca, Jalisco y Veracrur. .

En e! grupo de nifos cen sipntomas prevalecieron daolor
sbdominal, diarrea vy anorexia. El 48 % presentd glardiasis
crénica, tomando como criterio mas de 3 meses con sintomatologia.

En el grupo testigo, la distribucién porcentual por edades

mostrd que el 20 % fueron nifos escolares, 40 3 prasscolares v al

40 % lactantes.
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4.2, Cuantificacisn de Protelnas Solubles de Trafozoltos.

Para la cuantiflicacidn de proteinas solubles de (3. lanblia
s aplic® @1 procedimiento descrito por Lowry y Col. (171) v 5o
utilizé albdmina sérice bovina (ASB) como marca dr referencia.
For coda 200 millanes de trofoioitos sometideos & fracclonamiento

y centrifugacidn, se chtuvo en promedio 1O mg de proteina,

4.3. Estandarizaclon del ELISA en Papel.

Un método de ELISA do tipo indirecto, fuc estandarizado vy
consistid en colocar un disco de papel sensibilizado eﬁ cada peoza
de una microplaca de poliestirenn (MNunc, Danemark) vy adicionar
108 reactivos bioldgicos requeridos para detectar la reaccibn
antigeno-anticuerpo. Las dilucionen dptimas de Jlos reactivos
fueron determinadas por titulacien individual de cada reactivo de
acuerdo a lo descrito en la aseccidn 3.4,.2. Las incubaciones se
llevaron a cabo a 37*C/ 30 min y después de cada incubaclén, los
discoa fuervn sometidos B veces a enjuagues con 200 ul de AFS-
Tweon 20 al 0.03 %. En la primera incubacion se colocaron 200 pl
de AFS pH 7.4 con albamina sérica bovina IASE) al & % o suero
Fetai bovine (Gibep, Co. USAY & la miama concentracidn, un disco
de papel gensibilizado con groteina soluble de @, lamblia y suero
da conejo s una diluclén final de 11280, Como testigom del
proceso se omplearon 1ns discos do papel, &l sueroc fetal bovinos vy

AFS en sustitucidn del suero de conejo. En la segunda incubacidn
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Figura 3. Especificidad de ensayos inmunognzimaticos empleando
sueros diluidos 131260 de conejos normales {SN) @ inoculados con

(SI). Cada columna represaenta la media y la desviaclitn
_estandar de ensayos por octuplicado.
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e@ adicionaron 200 pl de solucidn de Frotelna A conjugada a
perotidaca diluida 1t2000 (Folyscliences, Inc, USAY, En la dltima
incubacidn s¢ Mgregaron 200 Ll de solucidn de sustrato preparada
en amortiquador de cltrato-fosfato pH 3 (ver apéndice) ¥y al
tkrmino de ©fsta se inhibid la reaccidn adicionando 5% W1 de
drido sulfdrico al 2,5 N (Beckman, USAY. A’ continuacien  {ueron
transferidos 100 W)l del sobronadante « otra microplaca limpia v
seca, El color desarrollado fug medido en un  lector de ELLISA

{Behring Inst. Germany? con filtro de 490 nm.

4.3.1. Prusbas de Especificidad

Para probar la especiflcidod del andlieie inmunoenzimbtico
a0 utilizarcon suepros de conejos normales y de coneints |noculados
con Gidardia Jppblia. De las pruchan de especificidad splo we
emplearon Jas que a continuacldén se describent

En la figura 3 3¢ muestran los resultados de 7 sueros de
cone jos inoculados con @, lamblia (SI) los cuales.dieron valores
promediao de 0.351%, 0,725 y 1.084 de absorbencia. Los sueros
nornalese de concio (SHY tuvieron DD de 0.112 ¢y 0,052 Y Sus
desviaciones costéndar (DEY fueron monores a 0.04. En la figura 4
ge muestran los resultados de lo adsorcion de uno de los  zueros
{S1=2) con Z my de protelna &soluble del pardsito de acuerdo a
lo doscrito en la seccidn 3.3.1 vy en ol ensayo se obtuvo uwna
disminucién en le DO hasta da un %0 % 10,3484 de abeorbancia), Can

respecto a los sueros 5I-1 y 51«3 no s rralizd la adsorcidin en
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Figura 4. Especifidad de cnsayne inmupnoenzimiAticos empleando
sueros diluldos 11260 de conejo normal (EN), inocculado con G
lamblis (51) y adeorbido con antigenos del parduito {(SIA). Cada
cotumna representa la media y la desviaclon esthndar de ensayoe

por pctuplicado.
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virtud de que el primero de cllos 1a DO fue haja y ! otro  se
obtuvo en poca cantidad. En estos ensayos, el amortiguador

diluyente de muestra se prepard con ASB al 6 L (Gigma, UEA).

4,3.1.1., Inhibicién Competitiva del AnAlisis lInmunoenzimitico.

Para probar nuevamente la especificidad de; método
inmunoenzimiticro en papel, se utilizd suerc normal de conejo ¥y
suero de cRNejo inoculado con G, lamhlia a dilucidn 132860,
amortiguador diluyente de muestra con suero fetal bovinp al & =%
an sustitucidn de ASB y tonjugado Proteina A- peroxidasa a
dilucidn 112000, Se rwalicd wuna Inhibicién Competitiva del
andlisis inmunoenzimatico, la cual consistid en apadir proteina
soluble de trofozoitos de 3, lamhlia en la primera fase del
método., E1 Ag en forma soluble y el AQ que se encuentra acoplado
al papel cowpiten por l1os Ac anti-Giardia presentes en los suBros
ge conejos inoculados con el parhsitﬁ. LLos complejos Ag-Ac  en
forma libre son eliminadeos en los primeros nnjuaqbes del disco de
papel . De esta manera disminuven los valores do DO en aquellos
pozos donde s& agroegrd la protefna soluble. En la figura S se
muestran 1los resul tados y como puade observarse on todos los
casos en donde se agregaron diferentes cantidades de protaina
soluble de Q. _lamblip hubo una diminucien en los valores de DO.
Asl 89 encontréd que 28 ug de proteina fue la concentracldn aptima
en que e obhsoerve un 50 ¥ de inhibicidn en los wvalores de DO

ohtenidos en la reaccibn con guero de conejo. En la fiqura &, se
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Figura S, Inhiblicitn Competitiva ompleando suero diluido 1:2&40 da
conejo inoculado con Q. _iamblia (51, En la primera +ase del
ensayo se agragaron concantraciones conpcidas de proteina soluble
del parasite. Sugro normal de conejo (SN}. Cada punto eon linea

rapresenta la media y la desviacion eeténdar de ensayos par
cuadruplicado,
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emplearon 28 Mg de protelina pare cbtener el por ciento de
inhibicién en 1loB valores de DO del suero anti-figrdia. Como
puede observarse 1os valores de DO de los sueros SI-1 y 513
disminuyeron respectivamente el 38 % y el 44 % cuando se adiciond

el AR en la primera incubacibn del ensayo.

4.3.1.2. Reacciones Cruzadas

Con &1 objeto de probar la reaccidn crutada dal g
soluble de G, _lamblie con otros g de microorganismos, o
utilizaron suoros de conejos {nocul ados indlvidua}mante con
Qlardie Jembite, Eptamoebs himstolviige, Kleobwmjelles pneumgnisg v
Jagnia_  seqinata. En @stos ensayos & amplearon los dudros a una
dilucién de 11320 y el amortiguador diluyente de wucstra se
adiclond con suerc bovino al & % en sustitucidn de ASB. EL
conjugado que se wutilizé fue Froteina A-peroxidasa dilulde
112000, Los resuwltados se muestran en la figura 7, donde se
observa Qque lps velores promedie de DO Dbtanidnﬁ.con lpg sutros
de conejos contra E. hiptolviice, T. smeginebs, K. ongumoniee v el
swero normal de conejo fueron similares y corrosponden a 0,133,
0.202, ¢.123 y 0.142 respoctivamonte. Los valores de DO de! suero
de conejo contra G._lamblia fueron en promedio de 0.547, los
cuales siempre fueron supericres a todos los sueros utilizados en

estos ensayos,
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Figura &. Inhibicién Competitive empleando 2 gueros diluldos
11260 de conejos inoculados con Gisrdig lamblis (S1).

t En la primera fase del ansayoc se agregd la concentracidn &ptima
(28 uq) de proteinas solubles del parbdeito. Cade columna
represanta la media y ia desviacidn estdndar de ensayos por
Cuadrupljcado. :
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4.3.2. Prusbas de Reproductihilidad del Andlisis Inmunoanzimdtico

Fara praobar 1a reproductibilidad del andlisis
jnmunopnI imdtico en papol, se emplearon tanto sueros de  cong jos
normales e inpculados cob G. lambljia comn sueroas de nifios con
glardiasis. Las pruchas se realizaron con intervalos de una a4 5
gemanas, EnN el cuadro 1| ze muestran los resultados en donde cada
valor de DO fue la media estidndar de ensayos por Lriplicado.
Como puede observarse, S0l en 103 suercos de conejos noarmales
(8N-1 y SM-2) asi como @n los sueros humanos 381, 394, 40%, 522 y
529 los wvalores de DO disminuyeron en relaciédn a 1a lectura
anterior. Esta diaminucidn en los valores de DO bueden ser
consecuencia do que haya disminuido el titulo de Ac en los sueros
debide a que fueron congelados y descongelados un minimo de &
veces, Sin embargo aun cuando 1o0s ensayos fueron realiTados con

di ferencia an tiempo, los resultados fueron reproducibles.

4.4, Andlisie y Ssleccidn de Sueros Humsanos por &1 Hatodo

Inaunoenzimbtico en Papel.

Para el andlisis cuantitativo de Ac contra Q, lamhlia en
suarot humanos & dilucidn 11100, se utili:q un conjugado  anti-
1g3 bhumans-paroxidasa (Cappel Co. USA) dilutds 112000, Los
ensayos #e realjzaron por triplicado. Los sueros que gse probaron
fuaron obtenidos de niflos infectados con G.lamblia sintomdticos vy
asintomdticos y de nifos en quienes no se dotectd al pardsito en

3 (PS5, los cualps se emplearon como testigos. Los resultados se
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Figura 7. Reacciones cruzadas empleandn suergs diluldos {1320
de conejo normal (SN) @ inocul ados con §, hietglvtica (Eh),T,
sanipata (Ts) . . poeumopiae (Kpd vy @, jamblia (81) en
caonfrontacidn con el antigeno de G, _{amblisa. Cada columna
representa la media y 1a desviacién estdndar de enhsayos por
cuadruplicado.
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mueetran en la figura B donde s observa que que en &7/&67 (100 %)
de los sueros de nifos infectados presentd valores de DO mayores
a G.1, migntras gue en 7/12 (958.3 %) de los suepros tegtigos {fue
menaor & ese valor. En mueostras de nifas infectados v con sintomas
(IS} low valores de DO fluctuaron dpsde 0.10; hasta 0,487 con una
media estidndar de 0.2844 + 0,085. En los nidos infectadosa
asintomiticos (I1A) la DO fue de 0.123 a 0,393 con una wmedia
estandar de 0.272 + 0,104, En @l grupo de testiqgos (T) la DO fue
de 0,052 a 0.261 con una media de ©0.1246 + 0.07&., Cuahdo éatos
valores fuaron analizadosa, e encontraron diferencias
ectadisticas, El aphlisis de varlanca no-paramétrica de Hruskal-
Wallis maostréd que los grupos IA p IS son iguales entre wi pero
di forentes del! grupo T, P ¢ 0,0001. Similarmente con la prueba de
Mann~Whitney, &1 grupo T mastrd diferenclas estadisticamente
significativas con cada uno de lps Qgrupos 1A e IS} eon 1la
comparacidn del grupo T con el grupo IA, la igualdad fue dé una
P < 0.0049 y en la comparacisdn de las grupos T e I8, la {gualdad
fue de una P < 0,0001,

For otra parte, los grupos menctonados fuaron distribuldos
en funcién de la edad de acuerdo al criteric descrito en la
seccidn 4.1. Por consiguiente se obtuvieron promedios de DD para
cada uno de los subgrupos. Los resultados se muestran aen al
cuadro 2 . Cuando esta distribucio’n (fue analizada, se sncontrd
una diferencia significativa entro sueros de nifos laﬁtantas
infoctados y de lactantes no infectados, La probabilidad de

igualdad entre ambos grupos fus manor a £.002,
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Figura 8. Anbklisis innunoenzimbtico an papel para destectar
anticuerpos IgQG contra Q. _lamblis en susros dilulidos 11100 de
ninos asintomdticos sin expulsién de quistes en heces (T) y de
nRifios con expulsidn de quistesl asintomkticos (IA) y coh sintomas
tIS). Los puntos raepresentan individualmente al valor promedio de
cada suero y las cruces las medianas de cada grupo.
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Para 21 analigis de reconocimiento de protelnaz solubles de
G, lamblia, fueron seleccionados los sueros <con valores altos de
00 y cen volamenes disponibles mayores a4 500 ul, Aasi quedaron
integradoy 28 sueros de niftos con expul=sidn de quistent 29 de

@llon fueron del grupo 18 y 4 del grupo IA.

Cuadro 1. Reproductibilidad del ELIEA a diferentes intervalos.

- - —— o i o 2 - P - -

Densidades opticas de los ensayos

-—— - — - - —_ —

1 gsemana 4 semanas 4 gemanas T senanas

Sueros de Conejon —_——— - - -
6N-1 0,152 0,102 0.133 0.035

SN-2 C. 0B84 0.087 0.0b7 NR

8S1-1 0,671 o, 589 0.&59 0.757 "

SI-2 0.547 0.520 G, S&TF ¢.345

Susros Humanos

331 0,134 Q. 194 NR 0.177 0.170
3z9 0,299 0,220 0.291 0. 294 0.303
332 . 281 0.320 0. 485 C. 421 0.445
342 0,240 C.225 0.2463 0.208 0.230
353 0,348 0.301 Q.30% NR Q. 360
359 0,454 0.412 0.3X7 NR 0.4837
381 0,287 0.289 NR Q0,255 00,1746
3a7 0,225 0.351 0.239 C.281 0,239
I92 0.235% HR 0.297 . 258 0.237
394 0.274 0.1463 0.167 0. 033 0,091
405 0,310 0. 205 0. 1bs 0.1B5 NR
S13 0,289 NR 0.472 £ 353 0.305
522 0,260 0,213 ©,210 0. 199 0.1a%
529 NR NR 0,196 0, 154 0.125
596 0,360 0.3%7 Q0,301 ©,. 300 0.323

En estos ensayos se emplearon sueros de conejos normalas (SNY e
inocul adas con Q.  lamblig (SID  asi como suaros humanos
represantados <on nomeros enteros. Cada una de las S5  columnas
constituyen valaores de densidad 6ptica cbtenidos en las mismas
muastras, bajo lag mismaz condiciones pero a dlénrentns tiempos.

NR = No realizado



Cuadro 2. Valores proaedio dt densidad optica obtenldos de
insunbensayos para detectar anticuerpos séricos contra @, lashjia

en una distribucion de subgrupnos en funcidn de la adad.

- e

Lactantes Preescolares Escnlares
1 Nimos portadores —
de qujstes 0. 25940.079 ¢ 0,271+0,068% a, 28540, 083
i1} Agintomaticos 0, 244+0, 112 0.27140.103 0. 25040, 1465
2) Sintomdticos 0,26340.,078 &, 266%0,082 0,255+0.079
Il Nifnos no portadores O.078+0.012 ¥ 0, 188+0,021 U, 239+0, 003

$ La diferencia estadistice de 0,259 + 0.07% contra 0.078 + 0,012

por la prueba no-paramétrica U de Mann Whitney dié una P < 0.002

4,5, Analizis Electroforético de Protetnas de Blardia lamsblia

El analisis de las proteinas solubles de trofozoltos de {§,
lamblia ee 1levd a cabo par electrofaorésis en geles de
pallacrilamida con uwn gradiente continuo de S~15 ¥%. Con el
propasitao de estandarizar Jla elgctrofortsis L 1] probaron
carrimientos de 23, 30 y 100 ug de prota!ﬁa soluble vy resultd gue
con un minimo de 100 ug en un carril de 0.8 cm se definieron muy
bién las baeandas. En €1 perfil so detectaron aproximadamente 5é&
bandas protefcas.

Tambi#n se raalizaran pruebas con 00 ug de proteina
solubilizada con desoxicolato de Sodio al 2 %, con Triton X-100
al 0.5_ % y con los mismps agente: en presencia de beta-
mercaptoetanel al S %, En los resultados, no se observaron
difergncias en la resclucidn electroforética de 1a pratelna

sometida a esas condicicnos.
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4.4. Identificacién de Protelnas de RBlardia lamblia por

Insunogl ectrotransferencia con Sueros de NifFos con Glardiasis

Dospués de realitar la separacidn de proteinas totales de
Gelamblia o©n SDS-PAGE en gradiente continuo, se llevd a cabo Ja

transferencia de protelnas a pepel de hitrocelulosa. Para el

protedimiento mencitonado se utili=d de 1.8 a 2 wmg de protelna
dando buenos resul tados. Luego de la transferentcia, el'papel de
nitrocelulosa fue secadao, dividido en tiras ¢ incubado c¢on los
di ferentes sueros humanos empleando una dilucidn de ¢3S0 (ver
seccidn 3.4,2). Los sueros humanos fueron de nikos infectados con
G lamblinaf sintomdticos (IS) y asintomdticos (IA) as} como de
nifps ho infectados (T) de acuerdo al criterio descrito en la
spccidn 3.1. El peso molecular de laws bandas de reaccién, se
caleulé al interpolar la distribucién de laa protefnas de
calibracitén cuya correlacidn con el método de "Minimos Cuadrados®
fue de *r" = 0,949. La posjbilidad de adsarcion inespecifica del
conjugado sg descartd ya que el papel de nitrocetuicsa ein el
suerc humano no proesentd bandas de reaccion, Los resuitados se
muyestran a continuacians

En la figura % ge reprosentes Jla regccidn de los Ag
preﬁéntes cn los suerow de nificon de los grupos IS & JA, los
cuales reconocieron en total 22 bandas de protetha del parasito
cuycs poesos nolacul areg fueron de 243, 203, 1895, 172, 133, 124,
120, %8, 88, 81, 78, 72, &8, &%, 5%, 53, 45, 35, 32, 28, 29 y 20
kDa, Sin combargo, 108 Eupros mas react{vos reconocieron un maximo

de 17 bandas de protefina de G, lamblia.
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Figura 9. Representacitin gr&afica del reconocimiento de protainas
de @, lamhijia por inmunoelectrotransferencia con sueros de nitos

que eaxpulsaron quistes en heces.

En &sta ge incluyen todas lag

bandas que fueron reconocjidas por los sueros probados.
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En la figura 10 &8 muestran 1o reosultades de la
inmunoelectrotransferencia. Comn so puede observar, en 2 de los 3
suerns del grupo T hubo reaccidn deébil con proteinas de 135, 124,
88, &8, &%, 46 y IS5 KDa. Los sueres del) grupo IA (numerados del
al 4) y en 7/24 del grupo IS5 (ndumeros S, 8, 14-18) reconnocieron
protelinas de 2203, 185, 172, 13%, 12&, 120, 'QB. &s&, Bi, 7a, 72,
43, 55, 53, 46 y I35 KDa siendo las mas prominentes las de 88, 44
y 3% KDa. Consecuentemente en el grupo IS, 17/24 de los sueros no
reaccionaron can las protelpas de 203, 1853 vy 172 KDa pero
siguleron e] patrén de reconocimiento obsorvade en el grupo IA.
Cabe menclionar quo en la reactién de ios sueros del qrgpu 18, se
notd que el 25 % reconocld praominentemente en forma individual
algunas de Jlas proteinas mencionadas y s® observd en los
siguientes caspat El suero No. 5 reacciand intensamente con las
protaeinas de 203, 446 y 35 HDajy el Ho. & reaccliond ademds con una
de 2B KDaj | al No.1% con las protelnas deo (35, BB y 46 KDat el
Na. 20 con las de 88, 48, &3, 55 y 44 KDaj el No, 2! con las de
es, 72, &3, 55, 53, 46 KDa y débilmente con otras de 28, 24 y 20
KDat o] No.22 con las de 55 y 53 vy débilmente con las de B8 y &3
KDaj el No.7 con una de 24 ¥Da y en forma débil con la de 32 KDaj
los ntmeros 23, 24 y 23 reaccionaron fuertemente con la praoteina
d8 46 KDa i el No.27 con las de t72 y 133 KDa. Otros susros
reaccionaron intensamente con 1la mayoria de jas protelnas como es
2l caso de los susros 8 vy 18, €1 primero de estos suercs

reconocid ademhs una protelna de 243 KDa.



Mr
{Kd)

232

94—}

6T

43—

Figura 10, Reconocimiento de proteinas solubles de trofozoltos de
la cwpa P-! de Q. lasblis pvor inmuncelsctrotransfersncia con
susros de nifos asintomiticos sin sxpulsi&in de quistes en heces

- (NY ami como de niNos con expulsi®n de quistes] asintombticos
(carriles 1—~4) y con sintomas (carriles 5-28).
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En @] ankligie cualitativo de 1a reactividad de 108 sderos
ante protoinas de Qe _janblia no g2 observaron diferenciss an el
reconocimienta de los sueros entre los grupos IA e IS, no se
encontrd relacién con el tiempo de infeccién en el grupo I&, ni
en cuanto a las eodades dea los, pifios y el patrin da
reconocimiento. Los sueros do lactantes fueron los nbmeros 5 y &3
los de preescolares fueron el 8, 9, 11—-14 y 24 vy ol resto da
nihos escolares. Tampoco se encontr® relacidn del patrédn de
reconotimiento de proteinas del paridsito con la procedencia dal
donador del suerc. Los suero® que pertenecieron a nifos gque
habl taron en oiras zonas geogrbficas del paise fuerony el suero
No.1 de wun nifho de Oaraca, el MNo. & de Tlaxcala, el Ho. 8 de
Jajisco, @1l No. 9 de Buerrero, @1 Nd, 10 de Fuebla y el No, 208 de
Hidalgo, Los damds sueros pertenecieron a nifios del Estade de
Maxica o del Distrito Federal.

En o) anadlisis porcentual de la reactividad de los gudros
con protelnas de G. lamblia ae observéd (cuadro 3) gue las bandas
mas reactivasl ante los sueros del grupo T fueron las de 185,
135, 126, 98, €8, 44 y 35 KDat ante l1os sueras ‘del grups 1A
{fueron las de 183, 172, 135, 124, %98, 8B, B, 78, 72, =3, 53, 44
y 35 KDal y ante los sueros del grupo I8 fueron las de 13%, 38,

78, 72, &3, 5%, 53, 46 y IS KDa,
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Cuardrp 3. Reconocimiento porcentual de proteinas de G, lamblia

por inmuenoslectrotransfersencia con susros e ni¥os.

L} , []

Nimero | Movilidad | Positivos al pardsite | MHegalivos |

de ! relativa en uno o mas CPS 1 al parbsito 1§

banda ! en kKDa 1 e ——— I en T CPS H x

1 ! 1A E 18 i % Subtotal ! {testigos) : total
1 243 S0 12.5 17.9 . 33.3 19. 4
2 203 30 29.2 3z.1 xI.3 32.3
3 185 [Xele] 54,2 &0, 7 &6.7 6t.3
4 172 | K] 37.5 45,4 a.n . 41.9
= 135 100 a3.3 8%.7 -1-Tr a3.v
] 126 100 7¢.8 75.0 bb, 7 7a.2
7 120 L0 &b.7 71.4 0,0 &4.5
a 98 100 &£2.5 &7.% [ 1- s &a7.7
? ed 104 B83.3 BS.7 66,7 ar.1
1Q 2D ] 100 &2,5 &7.% 33.3 4.5
11 78 100 75,0 78. 56 33,3 74,2
12 72 100 79.2 82.1 33.3 . 77.4
12 &8 75 50.0 53.4 33.3 S1.4
14 &3 - 75 79.2 7B. &6 33.3 74,2
j3- =5 100 87.5 ae.3 0.0 80.4
14 53 100 75.0 78. & 0,0 71.0
17 Ab 100 91,7 R T bh,.7 0.2
18 i 100 75.0 78. & bb,7 77.4
19 a2 S50 37.5 .3 0,0 35.5
20 28 [¢] 20.8B 17.%9 o.0 16.1
21 24 4 25,0 21.4 G.0 .19.4
22 20 Q 8.3 7.1 0.0 &.5

En el cuadro se muestra el porcentaje {(subtoteal) que presentaron
los grupos asintomdticos (IA) y con sintomas (I8) asi como el
porcentaje taotal que incluye al grupo testigo.

CFS = coproparasitoscopico.

4,7, Identificacitn de Proteinas de (Qiardia lamblia por

Radioinsunoprecipitacion con Sueros de Niwos con Giardiasis.

Con al propbsito de identificar proteinas de superficie de

B.__lamblia, que fueran reconcclidas por sueros de lndividuos con
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Figura 11. Auto-radiografia da electroforesis en gel do
‘poliacrilamida con proteines de trofozoltos de la cepa P~¢ de
radiciodinedos en su superficie,
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glardiasig, s«p 1llova & cabo la precipitacion de antligenos de
superficie dque fusron marcados con 1251, En estoF  ensayos  ag
eaplearcn suerps de nifios de los grupas 1S, IA vy T. SHe wtilizd
protefina de trofozoitos de da cepe £-~1, Como testigo del enaayp
g2 utilizo solucidn amortlguadora NETT-ASE al & %X con proteinas de
3, lemblie marcada ton 125! para descartar (naspecificidad en gl
procedimienta de inmunoprecipitacion. Como testiga del marcaja da
proteinas, se analizo _en SDGE-~PAGE proteina obtenida de
trofozoltox erxpuostos a 1‘:.1 pero sin someter a Josf ensayos de
iamunoprocipitacion (P~IT en la figura 12),

Los resultagos fueron los sigulientesit en la filgura 131 se
mugstra la praotafinas total radiciodinade, 5 chesarvan dos bandae
meySritariamante jodinadas, uhas de Tag cuzles e polldispesrsa con
un peso molacular de 120-203 Kha v la otra "tiane un  peRYC
molacular o 62 Kba, Tambien sp obsarvan otrax bandas Jodinadasx
da 43, 55, 53, 47, 43, 40, 34, 3I2, 28 y 24 KDa.

Con respecto a lJas autorradiografias de los coprecipitados
se¢ observa en la figura 12 que tanto el grupo 1A coams Bl 15
tcarriles AI~AS y 51-8% resccionaron con proteinas da una Mr  de
82, &3 y Y% KDas., En relaciddn cen el sunrc testigo (carri}l B 1y
al testigo del ensayd descrito anterjiormente no se obmerve
reaccifn alguna. Leomo se pueds apreciar no se  encohiraron
diferencias Bn @l reconbcimiento de proteinas de superficie entre

los sueros dael grups 18 y Ios del grupo IA.
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Figura 12. Reconocimiento de protefinas de Glardia lamblia por
radiocinmunoprecipitacitn con un suero de nifo asintomdtico sin
expulsidn de quistes en heces (carril N} asi como de nifios con
expul 8ibdn de quistes) asintombticos (carriles Al-AS) y con
slntomas (carrilaeas S1-85). En la extrema izquierda se muestra la
wlectroforeasis de protefna soluble de trofozoltos de la capa FP-1
radioiodinados en su superficie (carril P-1T).
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CAPITILD 3. DIBCUSION

En el presante trabajo, Se degcribe (a estandarizacion vy
optimizacidn de un andlisis inmunoenzimAtico {ELISA) en papel. Se
utilizd como anftgeno {AQ) proteina soluble de le cepa de &y
lamblis Poriland 1 tP-1). Para la valur;:ian del método se
obtuvieron sueros te conojos, los cuales fueron somatidos a un
asguema de inmunizecidn destinade & elevar el tltulo de
anticuerpos {(Ac) coantra el parisito. Para cada uno de los ensayos
inmunoenzimalicos se usd como un testigo del procedimiento,
amortiguador fosfato-galino (AFS) en sustituclén de Jla wmuastra
problema. La ausencia de reaccidn en este testigo descartd la
posibilidad de uniones inespecificas. Lo tual indicd® gue =l
conjugado Froteina A-peroxidasa no reacciond® con el papel filtro
empleado como fase solida dal método.

Los resul tados mostraron poca variacltn inter L3
intrapnesayos. Las mediciones de Ac contra Ag del paradsito fueron
reproducibles como se cbserva en los resultados expresados en @l
cuadro 1, be lam pruebas de aspecificlidad que se }nali:aron. sa
aprecia en los resultados una clara diferencla en;rn los wvalores
de densidad &ptica (DQ) de los sueros de conejos normales vy  los
chtenidos de conejos inoculados con @G, [amblia - (figuras 3I-7).
fAdembds sa observa que estos valores de DO disminuyeron cuando los
sueros ipaunas fueron adsorbidg: praeviamente con el Ag homblogo
{figura 4) o por adicitn de AQ soluble en la prusba da inhibicibn

competitiva (flgura &Y. Con respectoc a }a inhibicién competitiva
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del  inmunoensayo £e¢ aprecia que la DO obtenida de un suerc de
conejo lnoculado con G, _lamblia disminuyd en correlacién directa
can 1la cantidad de Ag adictonado hasta Fformar una curva de
fnhibicién (figura S5). La especiflcidad se muestra en la medicibn
de la competencia por laos Ac del suera inmune entre el Ag
inmovilizado v i Ag solublae. Asxi, pese & 1la inmovilizacibn de la
protelina al papel, é¢pta conmervé su antigenicidad ya que los AcC
reaccionaron eguitativamente tanto para el Ag de f8se sblids comp
para gl AqQ soluble (ver eecclén 4.3.1.1.). En otra de las prusbas
de especificidad se observa que la 0D de un susro de coneja
ihoculado con @, lemblis fue superior a todos 1los suercos de
conujos inoculados con otros - patbogenos (figura 7).

El emplen de émite método para madir Ac contra el parhsito
@n sueros humancg mostrd una dispersion de valuris de DO (figura
8) tanto wn sukros de nifos infectados sintomAticos (I8) ¥
asintomAticos (IA) como en sueros de nifos no infectados (T). En
@l aﬁl!liin estadigtico, se halld una diferencia significativa
entre las DD de los grupos IA o IS cuand; fueron comparados con
las DC del grupo T (ver sgccién 4,4.), LO cual miestra gue 1
mittodo tiene capacidad para detectsr concentraciones de Ac
generadoe en una infeccitn natural. Similarmente en estudios
prnvln;. di versos autores (1%,3%,82,8%-88) han utilizado
inmunodifusion radial (IDR), inmunofluorescencia indirecta {(IFI}
o ELISA para determinar AC contra Ag ae quistes o de trofozoitos
del! parasito . En &stos astudios sa intentd diferenciar mediants

el titulo de Ac strt;on a individuos con gliardissis do lowm
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individuos no infectados. Pero en la mayor!s de los cstudios se
1imite el némero de sueatras, FPese a ello ho lograron definir
claramente la positividad o G, lgmblja en el individuo parasitado
ya quu algunos autores registraron Seropositividad al parasito en
testigos no infectados {06,88) en cambico otros detectaren
concentraciones bajas de Ac sbricos antigia}din en un porcenta je
de individuos con glardiasis sintomatica (85,Hé) © asﬁntnmética
(35,87), En nuestlro caso se utilizd Ag soluble de troforoitos de
cultivo axénico. Con ml método de ELISA en papel sc obeervéd que
el 100 ¥ do las DO de los grupos de sueros de nifios infectados
con el pardsito y en 5712 (41,7 %) de 10s suEros de} grupg T
fueron supariores a 0.1 (figura B), Esto podria ser dobido s la
prasaencia do Ac contra Q. _Jamblia en algunos susros del grupe T.
La prevalencia de Ac contra el pardsito en individuus do la
civdad do HMémico fue mostrada por Hiottl y Col. {83 qulenes
detectaron tltuleos de Ac séricos contra ﬁ;_lgﬁnLLi en el 77 7. de
un grupo de madres residentes ©n &1 Valle de Héxico. La
posibilidad de una prevalencia de Ac contra el pak&sito en nigos
no puede ser exclulida ya que ha reportado que un alkp porcentaje
de glardiasis s ha presentado tanto en nifos preescolares (101)
como. en @scolares (19). La posibilidad aumenta €1 conseidoeramos
que la exposicidn al pardsito pupde producir upna respuesta
inmunitaria humoral (1%} y gque los Ac contra el paradsito  pueden
parsistir hasta 13 meses despuds de una infeccidn (B&). Por
consiguiente podria asperarse persistencia a la positividad

sdrica a G, lamblip en la poblaciébn intanti! qua ha presentado
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mayor tasa de incidencia de giardiasis como se ha mencionada. Por
btra parte se ghcontrd gue aguellos sueros del grupo T que dieron
valores comparables a1 de los grupos de nifos infectados
correspondlieron & nifos de edad preescolar o escolar. En base a
que @h tohas ondémicas las probabilidades de infeccidn aumentan a
medida que aumenta la edad del individuao, se compart l1la media
eatindar de DO en subgrupos clasificedos on funcion de l1a edad.
Paose a que no s¢ encontraron diferencias significativas entre las
D0 de lactantes, greescolares y escolares dal grupo T, éstos
valores aumentaron directamente con la edad como ae puede
observar en el cuadro 2. Asimismo en dste snilisis se encontrd
que la DO de suernos de nixos lactantes infectados fue
significativamente mas alta que los obtenidos de lactantes no
infectados mientras que en los subgrupos de ' preescolares vy
eucolares no s halld ninguna diferencia fcuadro  2). Estos
hallazqgos sugleren una infeccidn previa an 1os nifos mayoros de 2
akow de edad que fueron consideradas comp tastigos seronegativos
a G . lambilja. La pomibilidad de establaéer madiante una DD 1la
infeccisn del pardsito en individuos puede ' depender de
alternativas como medir simultAneamente otra clase de Ac como IghM
o lga contra G, jamblia.

Como ya se menclond, con el métpodo de ELISA en papel, se
obtuvieron valores de D0 en susros de los grupos 183, IA y T.
Cuando estos valores fueron analiéadus estadisticamenta, se
encontrd una diferencia significativa al compararse sueros de

nifos Lnfectados (1A e 18) con los obtenides del grupo T. Fero en

76



la comparacién ontre 1os gruvpeos 1A ¢ 15 no so oncontt d di ferencia
alguna. En consecuencia el método de ELISA en papel moastrd quo el
titulo de Ac séricos no permite diferenciar indlividuos infectados
y con sintomos de los individuos infectados asintomdticos. La
diferencia entre ambos grupos podria debeorse a la presencia de Ac
contra algunos detorminpantes antiqénilns de Gelamblia
relscionadose con la proteccién. For lo tantp para identificaer
protefnas del parbdsito que seanh reconocidas preferentemente por
los supros de nifos con giardiasie asintomdticosn, swe emplearon
dos metodologias! inmunoelectrotransferencia {1ET) y radiocinmuno-
pracipitacion (RIFPY.

Fara el analisis antigénico de proteina soluble de G,
lambiioe se emploaron trofpiolitos de las cepas P-1 y WB., La
distribucién electroforética s realizéd en S5D5-FPABE en gradiaente.
En log resultados no se observaron diferenclas entre las' bandas
proteicas da ambas cepas. Se& detectaron aproximadamente 56 béndns
cuya movilidad relativa (Mr) fue de 243 a 20 Kpa. E! perfil
electrofordtico fue mas amplio que ¢l reportado por otros autores
(125). Para la identificacitn de proteinas inmunogénicas del
parasito fueron seleccionados los sueros de los grupos 1A e 1S
Que dieron DO altas enh &1 ELISA en papel.

Fara la IET se coplearon 24 sueros del grupo I8, 4 del
grupo 1A y 3 del grupo T. En lps resultados se observ® gue los 28
suerns do nifos gque hospedaron al parlsito reaccicnaron con un
verdadero moshico antigénico i(figurs 10}, Leos sueros reconocieron

proteinas de 243, 203, i85, 172, 135, 126, (120, %8, B8, 821, 78,
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72, &8, &3, 5%, B3, 44, 35, 32, 28, 21 y 20 KDa (flgura S siendo
tas mas prominentes las de BB, 46 y 35 Kpa. Con respecto  al
reconocimiente par los 3 sueros del grupo T cuyos valores de DO
fueroen de ©.172, 0,137 y 0.040. E1 primero y ! segundo
rcaccionaron débilmente con proteinas de 135, 124, BH, 68,63, 46
y 3% KDa, Con €] tercerc de estos sueros, no se detectd reaccibn
con fg del pardsito.

Los resultados no representan uniones inespeclficas por lo
siquiente; como testigo de conjugado s utilize nEs an
sustftucién del suero humsno. La ausencia de reaccidn en este
teatigo indice que el ronjugado anti-inmunoglebulinas  humapas-
pero:iidasa no se unid directamente al papel de nitrocelulosa sino
a través de un Ac. Ademds la distribuclén antigénica se realizo
en SPS-PAGE #n gradiente continuo 5-1% %. Estas p;otelnas fueron
electrotransfoeridas  al papel de nitrocelulosa, por consiguiente
parmitid que el reconocimlento fuese con mayar nAmerc cde bandas
protéicas, Dtra do las razones es que el reconocimiento mliltiple
pupde debérsm a que la parte de tcarbohidratos de glicoprotieinas
sweah @l hlanco de reaccidn por logs #c. En estudio-' estructurales
de trafozoltos (54,105) se encontrd mediante el uso de lectinas y
enzimas de especificidad conocida, que ol principal carbohidrato
expuento fue identificado como N-Acetll-D—-glucosemina (D-Blc-HAC)
en onlace Beta. Unp do estos estudios (105} mostrd que low
rasiduos de D-Blc~HAc no esteban estructurados en  farme de
quitine, sino cenjugadog a proleinas weabranates., ODuizd ga

porcenta je cansiderable de proteinas reconocidas ch er,
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compartvn determinantes antigénicns de tipo carbohidratos.

“on reapecto a low resultados, en estudios previos Taylor ¥y
Henmuh (129} hellaron por IET que de 46 gupras de pacientes de
diforontes odades, el &% ¥ reacciond con uha proteilna de 3133
KDa. Los autores sugieren que e trata de una protefna de
membrana. Se apovan en que fue 1a mas abundante en un perfil
electraofaorético de protelinas radioiocdinadas en la superficie de
trofozofitos de la cepa WE. Pero estos auvtores enfocaron  su
atengibn en proteinas de bajo pesoc moleculsr y probablemente la
separacion de protetnas la efectuaren en SDS-PAGE al 15 %, Duiza
por ello no mencionaron reconocimiento de bandas antigénicas
superiores a 47 KDa. No cbstante se pupde cbservar reaccibn con
otras proteinas de 27, 28 vy 50 Kba i129).

En nuostro caso se chservd que solo en 6/25 (29 %) da los
sueros de nifos infectados rescciond con un componente protéico
de 32 KDa. Lo cual seKala que con nuestras condiciones no fue la
prntelha mas reconocida, pero si tuvo unn_rea:c!an intensa con 3
sSueros titﬁura 10}, En otras rondiciones por #jemploc con Ag da la
cepa WB, tal vez la reaccion del componente de 32'KDD fuese con
mayar nomeroc de muestras. En relacién a lag otras proteinas
dal patrdn de reconocimienta, hay estudios que reportan
identificaclién de proteinas de @3, _Jlamblia que coipnciden en peso
molecular con las reconocidags por IOIASUBFO! de nifos infectados.
Por ajemplo en estudios ultrasstructurales de 1a cepa P-1 de @,
lambliay, Torian y Col. (137) por 1lET con Ac monoclonales =°"tr‘i

disco adherente o flagelow, determinaron el reconocimiento de
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polipéptidos de 170, I155, &5 v 22 HDa. Los polipéptidos deo 170 vy
155 KDa aestuvieron presentes en preparaciones de citoesgueleto
pero no fuercoh locali-ados eh la superficie. Los polipéptidos de
55 y 33 KDa estuvieron en superficle de trofozaltos y los autores
sugieren que eatan relacionades con la tubulina de los
microtibulos fFflagelares y del disco adhoren;o. Holberton y  Hard
{108} mueatran gque los microtabulos de citoesquelete estbn
constituldes por tubulina y relacionados con una proteina de 52,3
KPba y principalmente con otra de 30 KDa a quién denominan
"giardina%, Crossley y Holberton (138) al carascterizar protelnas
de citoesguel eta, ancontraron 20 bandas an el perfil
electroforético, siendo las mas prominentes, la alfa-tubulina de=
58 ¥Da, la beta-tubulina de 53.3 kDa y la proteina de 30 KDa, asi
como otras bandas de 110, 95.% y 81 KDa de menor intensidad,
Considerando la Mr en la electrofordsis de éstos componcntes, se
pueds infarir ques algunos de elios correcponden a los recunoéiﬁul
per las suercs de nifos infectados. Por esjempla, !a bande de 172
KDa puede contener ol polip#ptido de 170 kPa lidentificado por
Torian y Col. (137} asl como las de 53 y 32 KDa puaden
relacionarse con las protgtnas de 53.3 y 30 KDa las cuales ya han
sido identificadas (108) y caracterizadaa (138). Similarmente las
bandas protéicas de 55 y 53 KDa también pueden corrssponder a
proteinas de superficie relacionadas con el disco adherents vy
flagelos (137). .

En ol andlimis da reaccicnes en IET (mecciédn 4.5.) se

observd que 108 4 sueros del grupo IA y en (8729 (75 %) de sueros
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del grupo 1S siguleron un patrén de reconoclamiento., Pese a que np
e obgervaron diferencias en =! pertfl] de reacclones con 1 tipo
de infeccidn (sintamdtlica y asintomdticad, se notd en ell grupo 15
que el 28 % (ndmeros 7, 2025 y 27 de la figura 10 reacciond
promi nentemnent e con una o dos aroteinas del patron de
reconocimianto, e cual sugiere un qrahc do variabllidad
antigé&nice de tipo cuantitativo,

Fara el método deo RIP, se emplearon & suerps del! grupo IS,
4 del grupo JA v 1 dal grupo T. En los resultados se observaron
1! bandas protéicas que corresponden & proteinad de superficie de
trofozoftus gque fueron radiciodinados. Los pesos pgoleculares
fueron 203-120, B2, &3, %%, B3, 47, 40, 35, 32, 28 y 24 KDa
figura 11}, De datam protetnas de meabrana soclo fueron
reconocidas las de B2, &3 vy 5% KDa por los suaros de 1los nifocs
infectados, mientros gu# no we ochservd reaccldn con el suero
tostigo tijgura 12). Tampoco we observd rveaccibdn con el
amortiguador gqug sestituyd al suero humanho, Jo cual  descartd

enlace dnewpocifico de la proteins A-sefarosa con protelnas
radioiodinadas. -

El par$il de proteinas de superficia fue similar al
reportado por Einfeld y Stibha (127) gquisnes por el mismo método
"mostraron protelfnas de 180, 105, B2, 43, 5%, I7, 30 y 24 Kha,.
Estos componentes de membrana pueden Corresponder a aquellos de
la IET cuys Hr fue de 85, &3, 5%, 33, 496, 35, 32, 286y 249 Kbha

(figura 10}, En el recohocimliento de protelnas de measbrana

ragiciodinadas, los resultados difieren de loe presentados par
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Edspn y Caol. (12B) quienss mostraron gque una protefina gque le
asignaron un petc molecular da BB KDa fue la dnfica gue reacciond
con dos suveros de pacientes. Los autores sugieren que por las
caracteristicag de 1a molécula es posible que sea la protelna de
82 KDa reportada con anterioridad (127}. Al respecto, Einfeld vy
gtibbs (127) hallaron y caracterizaron parcialmente una proteina
de B2 KDa por medlio de inmunoelectroforieis en dos dimensionas
(IEDD), 1ET y RIP, Estoa autores &amnstrarnn que la proteina fue
de superficie y que sep podia iodinar. Basandoncs en lo anterior
podemos sugerir gque la proteina de B2 KDa reconocida por los
sugros de nifkos infectados con O, lamblia sea 12 misma que ha
sido | reportada por 1os autores menclonados €(127,128). Con
roespecto al reconccimiento de las otras proteinas de superficlae
de &3 y 35 kDa por susrcs humanos, no ha lldﬂl reportado. EIl
mnlivn podria ser que 8u cbesarvacion dependiera del tiempo da
erposicidn de la pelicula revoladora va que s¢ detectaron dlas
d!npudl de que s& observd la banda de 82 KDa o por variaciones en
la nxprnnlén antigiénica de la cepa de G, _ lamblia dominante de la
regidn geografica, '

En relaclidn a tas protefinas de superficie de trofozolitos,
no sa' encontraraon diferenclias en el reconocimiente entre los
sugras . del grupo [IA y los del grupo I8. Lo cual sugiere que la
aparente ausencia de morbilidad en los individuos anintomdticos
pueds ssr consecuencla de rwaccion celular a nivel local o al
titulp de Ac 1gA de secrecidn entre otros tactores.

En el anpdlisis do proteinsas detectables en RIP o en 1ET,
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lag proteinas de superficie de 82, &3 y 55 kKDa pucden
correlacionarse con las protelnas de BB u Bil, 63 y 4% KDa que
reaccionaron respectivamente con el Bs % o &4 %, 82 % y 87 L de
todos 1o sueros probadas en IET. Sin embargo las protefnas de
=3, A4&, 38, 32, 28B y 74 KDa se observaron en el perfil de
proteinas de superficie minoritariamente ioJlnadas y podrian ser
las mismas que fueron pramlpentemente recunaci;as en IET tfiquras
9 vy 10}, La raxdn de que no hayan sido detectadas en RIP podria
deberse & las limitacjiones del método) proteinas que noc  exponpn
adecuadamente residuos de Tireosina o en menor grado Histidina,
soh minoritariamente iodinables. Consecuentemunte no se nuestra
l1a reaccién por auto-radiografta debido a la @scasa amisidn de
radtacidén gama. Es posible que iatas proteines que no  fueron
detectadas por @l método de RIF sean de las mae glicosiladas y no
edpongan adescuadamente residuos de Tirpsina. Egta posibilidad no
puede ser descartada ya que s¢ ha encontrado gran cantidad de
protefnas glicosiladas en superficie do troforoltos de H. lasblin
{105), También se ha dgmostrada que el residuo D—bl:-NRc ha sldo
el principal carbohidrato detectado en Qlicoproteinas con pesos
moleculares desde 220 a 40 ¥Da (10%). Bimilarmente se ha
encontrado que la banda protéica de B2 KDa dutect#da CON un SUero
de conejo hiperinmunic-ado correepondia a une glicoproteina de
superficie (127). Los autores, prepararaon Ac monoespecificos
contra la glicoprateina de 82 FDa Y en aenaayos de
inmunoprecipitacidon detectaron éenccian con praotelinas de 103, 30

y 24 KDa (127). La reacclon cruzada dea estas protetnas con 1@
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glicoproteina de B2 KDa aumonta la posibilidad de que el
determinante antigénico se@a un carbohidrato, Por lo cual podemos
sugerir la importancia de protelinas que no fuerocn detectadas con
los sueros en RIP pero que fugron preferentemente reconocidas ean
1ET. For ejemplo las protetnass de 5%, 46 ¥ 35 KDa fueron
reconocidas por el 75 %, ?1.7 % vy 75 % respectivamente (cuadroc 3)
Ademas {s prevalencia de Ac en los wuertd testigos Qque
reconoclieron en 1ET algunas de las protetnas mencionadas, aumenta
8u importancia. Comt se puade cbservar en la figura 10, los Ac de
2 de los sucros testigos resccionaron pradominantemente con
bandas proté¢lces de B8, &3, 44 y 35 KDa. En virtud de estas
obseryaciunus podemncs seXalar gue ya sea la proteina de 82 KDa o
la de 46 Kba pueden constituirse ¢omo candidatos para estudios
epidemiolbgicos, siendn factible su uso como Ag de fase sblida
con el método de ELISA en bapel o adaptarlo para ildentificacidn
da éq en heces. Acerca de 80, conoclando la migracibn
electroforetica de eostas proteinas se podrian aislar y probar su
capacidad inmunogénica, asi como su ;fectn wn animaless de
laboratorio para buscar sJu relacidn con la patologias. Por aotro
lado, la estandarizacidn del método de ELISA &n papel, promnete
ser una alterpativa para laboratorios clinicos no especializados.
También podria facllitar estudios cpidemioldgicom.

En wsintesis, podemos expresar gue no se habtia aestablecido
claramente si eran une o varias praéalnas de (. lomblie, lawm
reconocidas especificemente por los individuos paragitados. Por

una parte Edson y Col. (128) mostraron que sclo una protefns de
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88 HKDa presente en 13 superficlie de trefozoltos rescciond con 2
sueros de paciontes. For otra parte Taylor y Wenman (129 con
otra técpica schalan upa proteina de 31-33 FPa. En &sia tésic se
mugstra que ol receonccimiento de Ag por A ante una infeccidn
natural] con el pardsito es bastante complejd. Encontramos la
posibilidad de que las diferencias entre In; qrupos In e 15 no se
praoduzcan por ol titulo de Ac, ni por el reconocimicnto de
compongntes do citosol o de superficie dol pardsito como se
observa en 108 resultados con l1ET y RIP. Es una poslbilidagd, vya
qua no se pudo concluir claramentn debido 2l nédmero limitade de
mueatra en el grupo IA. Cabe destacar que las dilferepcias en la
intensidad de las reacciones observadas con sueros del grupo 18
sugieron una variabilidad antigénica, ta diversidad antigénica en
distintas cegpas ha sido mostrada por la caracterizacion de
tspentimas (139 y en las setuenclag de scido desguirribonucliéico
(ADNY en aislados de @, lamblis (140,141), En unc de éstos
estudios encontraron que las diferencias notadas en el patran de
bandas de ADN se reflajaronh moderadamente en las proteinas de
superficie (140}, Por 1o tanto para corroborar las cbservacliones
se daban elaborar proyectos que permitan comparar al
reconccimiento de antfganos do diferentes ceopes de (. Jamblia. Se
debe también realizar ensayos de iscoelectroenfoque e IEDR con las
bandas mas reconocidas por los suercs on 1os métodoga de RIP e IET
Un seguimliento de respuesta serocldgica en una poblacion podria
esclarecer las diferencias entre individuos asintombticos de los

que presentan sintomatologla definida.
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3.1 Conclusiones

1.-E1 mt¢todo de ELISA en papel permitid selecclionar sueras coon
alta pogitividad s G, _lemhlja en nifos infectados con el
pardsito y ofrece perspectivas en cuanto a diferenciar
mediante la densidad &ptica a tos nifow infectadeos de loxs no
infectadoan.

2.-Con los métodos radicinmunoprecipi tacidn e inmunoelectrotrans-
ferencia se identificaron protelinas del pardsitoc que fueron
raeconocidas por Jos sueros de niAos infectedos y con alta
positividad a @, lamblia.

3.-En @l reconocimionto de proteinas de superficie de trofazoltos
por. los sueras de nitos {nfectadosms, no w8 ehcentraron
di forenclas entre asintomdticns y !intémhticon an las muestras

analizadas. .



Apéndice

Amortiguador Fosfato-Salino (AFS) pH 7.4 al 0,15 M

NaCl 8.0 gq
KC1 0.2 g
Foefato monobasico de Patasio 0.2 g
Fosfato dibasico de Scodio L.15 g
Agua destilada c.b.p. 1000 m?
Amor tiguador Citrato-fosfato pH S

Fosfato dibasico de Sodio 0,2 H 25.7 ml
Acido clitrico O.I H c.b.p. pHS . 24.3 ml
Agua bidestilada 50.0 m)
Solucidn de Suetrato para Perounidesea (uso inmediatn)

Adicionar por cada 100 ml de amortiquador cltrato-fosfato
Ferbnido de Hidrogeno al 30 % a0, 0 ul
Ortofenjlendliamina (Sigma, USA) 40.0 mg
Amor tiguador Tris—-Inhibidores de proteasas

FMSF 200 mH en isopropanol (-20°0) .03 ml
NEM 100 mh en aQua desgtilada (44C) 1.50 ml
Trizma 10 mM en agua destilada pH 8.13 4,47 m}
Preparaclibdn de goleg da Poliacrilamida

Acrilamida 30 % - Bisacrilamida 0.8 % -~ Glicerol 30 %

ferdlamida 60,
HyN' bisacrilamida 1.6
Glicerol &0 ml
Agua decmineralicada c.h.p. =200 ml
Gel Separador al 10 % para 30 ml
Acrilamida-bisacrilamida—gliceral ({3I0¥% t O.B% t 3I0%) 10 mi
Iris~base 1 M pH B.8B 11.25 ml
DS al 20 % - G.15 m)
AQuUAa desmineralicada 8.4 ml
TEMED (BRio-Rad, LISA) 13.0 Wl

Fersul fate de Amonio a1 10 4 F0.0 ]
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Gel Concentrador pars 10 ml

Acrilamida-bisacrilamida=-glicercel (30% t Q.8% @t 30% 1.7 ml
Tris~base 1 M pH s.8 1.25 m)
508 al 20 % .05 ml
Agua desmlineralizada 7.5 ml
TEMED (Bio-Red, USA} 0,01 ml
Persul fato de fAmonio al 10 % 0.05 ml
Amortiguador para el Gel Espaciador (AGE BSx)
Trizma base Z2M pH 2.8 187.5 ml
8DS &l 20 X 5.0 ml
Agua desminoralizada c.b.p, 200. 0 ml
Amortiguador para el Gel! Concentrador (AGC B}
Trizma bage 2 M pH 4.8 50 ml
8D5 al 20 % 4 ml
Agua desmingralirada c.b.p. 100 ml
Gel Espaciador para Gradiente 5-15 U

5% 15 %
AGE Sx 3.4 ml .4 ml
Agua destilada 10.85 ml 5. 1% ml
Acrilamida 30 %-biszacrilamida
0,8 %-glicerol 30 % 2.85 ml 8.55 mnl
TEMED 4 ul q 1
Fersul fato de amonio al 10 i 17 nl 17 wl
Amortiguador para Eloctroforgais
Trizma base ' 3.02 ¢
Glicina 14,41 g
SDS a1l 20 W 5 ml
HCl fumante, ajuatar a pH B.3
Agua desmincralizada c.b.p. 1009 ml
Anortiguador de Muestra x
Trizma bage . 1.512 ¢
Glicerol 20 ml
Pironina ¥ 2 mg
SDS al 20 % 2 ml .
HEY fumante, ajustar ptl a &.8B
Agua bidestilada, esteril c.b.p. 100 ml

Se filtré en membrana aillipore 0,4% am
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Soluctén de Azul do Caomassic al .1 %

Hetanpl

Acido gcetico

Azul de Caamaasie
Agua deatilada «,.b.p.

pare TeMir

Spluclaones para Destenir Geles de Falia:rilqmida

Hetanol
Acida septico

Agua destilada cvb.py

Motanol
Acldo acbhtica

Agua dest!lada c.b.p.

1sopropanal
Aclido acético

Agua dgstilada [$1-2Y-H

Soluciones parsa Inmuncelecktrotransferencia

amor tiguador para Transferencia

Trizma base {0,298 M
Glicina {0,192 M}
Hetanol abuniuto

Agua destilada c.b.p.

Soluélan para Tafir Papel de Nitrocelulose

Negro dep Amido
Metanal
Acido acético

Agua destilada c.b.p.

BY

Gelog

S00 ml
100 ml
1y
1000 mt

=00
100
1000

ml
ml
m}

S0
70
1640

ml
ml
ml

250
70
1000

m)
ml
ml

6,085 g
28.84 g
400 wi
2000 ml

0.1 g

8 ml
10 ml
100 ml



Solucién Sk ASB~detergentes

AESB 4
Triton ¥~100 al 10 % 4
8DS a1 20 % 2
Azida de Sodio al 10 % 130
Agua destilada c.b.p. 20

Diluyente de HMuestra para Papel de Nitrocalulosa

Splucion Sx ASE-datergontew 200
Suerao bovino decomplementado 100
AFS pH 7.4 c.b.ps . 50

Solucién Revelsadora de Naftol &x

4 Cloro 1 Nattol &
Mataneol 2
Perbduido da Hidriogeno al 30 % 4
AFS pH 7.5 10
Soluciones para Radiolodinar Trofozoitos Vivos

AFS 2x - HC1 0.1 N

AFS LOox pH 7.4 1
H1 fumante 41,5
Agua bidas;ilada c.b.p. s
AFS Ix - K1l 0.1 H

K1 8.3
AFS tx c.b.p. 300
Pertiido de Hidrégeno al 0,03 %

AFS 10x 100
Pertwido de Hidrbgeno al! 30 % 1
Agua bidestilada c.b.p. . 1

30

g
ml
ml

ml

M1

M1

ml

ml

ul

ml



Soluclén de Lactoperousidasa  1mg/ml
Lactoperonidasa

#FE LOu
Agua bidestilada c.b.p.

Solucidn de Yoduro de Potasioc 9.27 mM
K1

AFS 10x

Agua daatiladas C.b.p.
HETT ix pH 7.4

NaCl

EDTA

Trias-HCI1

Tritoan X-100

AQua bidestilada ¢.b.p.
NHETT-ASE al & %

ASB

NETT 1In

NETT-ASH al 1 %

ABE

NETT 1ix

HETT-Nall oa.5 H

NaCi
NETT 1x

Protatna A-Sefarosa 50 % (p/v)

Proteina A-Sepharosa CL-4B {(Fharmaecia F. Chemicals)
NETT~ASB al & %4
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t mg
1oo &
1 ml

4. 482 mg
10 ml
100 m)

2.4625 9
D.84 g
3.02 g

S00 mi

100 ml

2.45 g
200 ml]

143 mg
1 ml
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