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Resu111&n 

La gia,.diattis. infecciOn p,.oducid• por fil.ec9.Li!..._..Llmll~• 

frecuenteomenlll' ccasicn• onfe,.med~d • i ndi vi ducs en 

pedi A tri ca. Diverso• .it.uto,.e& han rnpa,.tadc que du,.ante la 

infacctbn se generan anticuerpc11> 11t.!ricos ef"'I' contra del p¿ir.).ttitc, 

le• cu~Jeg pueden partictp~r en la resoluciOn de la enfermedad. 

Un a•pecto importante en el estudie de la Qiard!aslB ns al 

identifica,. protctnatt antigt.!ntc .. s de oue 'º" 
reconocida• por los sueros do individuos parasitados y poder 

emplearlas en el detia,.,.olto de cngaycs de dia9nOstico o en 

m•todos inmunoprofilActtcos. 

En el presente trabajo so e&tandurtzO Inicialmente un 

1110todo de ELISA en papel par .. detectar anttcuerpo5 cont,.a ni 

par-Asila en sueros de 67 ntna& can giardtaai& C9 astntomAltccs y 

SB con slntamag) y de 12 ntnas ccnaideradas testt~as no 

infectadas. Poate,.icrmente fueron seleccionados 28 sueros con 

tJtuloa altos de l~G anti-lh.L~mt!.ll.A y analt~adoa en lott mOtodos 

do lnmunoeloctrctransferencla y Radlotnmuncp,.ecipJtactbn par• el 

reccncctmiento de antlQ~nos del pa,.Astto. 

En ol anAlisis de los suero• ccn el m~tado de ELlSA en 

papel •e encentro que lo• valorea da densidad Optica de los ntncs 

par-asilado• fuuron gi9nificattvamente mas altos ccmpa,.adas con 

los del grupo testigo ( P < 0.0001 1, 

Lo~ resul t•dcs obtenidas por i nmunoel ~ctrotranaferenci a 

can lo• sue,.an ttaleccicnadoa de individues par.asl t.ados 
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contra un gran n~mero de protelna& del parlsito 0 mtantras que 1• 

reaccibn observada con ~lgunos sueros del grupo testigo fue menos 

marcada y con poca• prolelnas. tic obstante, se pudo observar un 

reconoci mi en to do111i nante de prctaJnas con posos mol ecul .iorelli da 

BB, 4b y 3~ ~Da, inclu&o en los aueros del grupo testigo que 

Con radioinmunoprecipit<'lciOn y auto-radiografla &e observo 

roaccibn da los suoroa de los individuos parasitado• sintomAtico• 

y asintcmAticos con 3 prctelna• de trofo2oltos radiomarcado• con 
12' 

Estaa protelnas preaentaron puso• 

moleculare& de 82, b3 y 55 KDa y no fueron precipitadas por el 

suern dol grupo testigo, 

Los datos qua resultaron do éste trabajo mostraron que el 

motado de EL15A on papal puede lier una alternativa para estudio& 

aorclCgtcos a bajo comto, pues reduce el empleo da material de 

importaciCn. AdemAs mostraron que con éste motado los valorea de 

densidad Optica obtenidos en los sueros de ntnos para•itados 

fueren equivalentes entre •intcmlticcs y asinto~Aticc•. Del mismo 

medo al reconocimiento de prctaJn•s por ambos grupo• fue muy 

simtl•r tanto en inmuncalactrotr•n•farancl• come an radiotnmuno-

precipitaciOn. Sin embargo dentro del conjunto d• protelnas del 

parAaitc, ao detectaren protvfna• da B2 KDa e de 46 KDa qua 

fueron de las m•• reconocidas por loa suero•, pudiendo sar 

candidatos potenciales p•r• empl aarse en e•tudic• 

epid•miolCgicca. 
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CAPITlLO l .. INlRDDlJCCION 

1 .. 1.. Oiardiasis 

Oiardiasls eto una pdrasitosis de lnlostlno detg .. c;to caus.;oda 

por el protozo~rlo flagelado denominado QL!r.9.L!~L!.· El 

P•rAGito fue de~cUblerto en heces por Antonj Van Leeuwonhcek en 

1681. Dur•nta mucho!J ª""º'"• el microorg•nismq fue considerado como 

un CDQcmsal del intestino hum•no y hasta las primeras d&cadas 

del presenta siglo, su report•ron padecimientos ga&trointestina­

le& a5aciados con l• prc~ancta da g.tamblta <1-4). Posteriormente 

Wanner y Col.<~I evidenciaron la patoganlcldad del parAalto al 

demostrar uu relaclOn con diarrea. A partir de entonces ~ 

ha sldu saNalado como rosponaabla do muchos padeclmlen~os incluso 

colEM:l&tltls (6), colangltl• C7> 0 urticaria y a•ma (8 0 9). Algunos 

de ellos son poco frecuentes y dl~tciles de confirmar, paro otros 

casos co~o al slndrDlfte de absorclOn intestinal deficiente, se 

presenta frecuenta~ente &n Individuo• con alntoGas c10-1q1. 

La glardiaala ae 

cont••lnada con quistes, loa cual•• pueden prO)lanir de heces 

human•• o tal vez de animales como rota• y perros u otro• 

ma•l~eros susceptibles • la in~ecciOn con G. l•mblta (9.20-22>. 

El fJ•pal del aou• CDlnD v11thJcuto d1t trans111isiOn del P•rAaito ha 

•ido' da.aatr•do n9J)liamente (9,201 23-27>. Ap&rt• del agua otras 

da trans111iat0n del par.latto •co •• f eco-buc•l? 

particular1DBOta donde el ccntacto tntarparsonal as mas &•trecho 

COGO grupos fa•1llaraa (28) o da ho1110sewualaa C29>, guardarlas, 
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orf analo11 y escuol .a• 130, :51 > y por t ngelilli On de al tmento 

contaminado con quistas 1321. 

La incidencta, prevaloncta y morbilidad da glardiaEl• han 

sido oisociadali a loa ulqulontou iactorou1 DOstu do qt1istes; 

lngorldos Cltya cantidad &Q relaciona con la cop.aricJOn da 

manifostactono• cllnica• 133) tanto en raton~s de laboratorio 

134> como en brotes eopldttmico1> on ·poblaciones humanas 120>1 

Susceptibilidad del hospodero sugurtda en ninos 135) y en 

personas del grupo sanguJnoo A 136-39>. La& diferencia& en la 

susc•ptibtlldad 133,40> pueden aar dadas por hipoclorhidria o 

aclorhidria par deficioncicuo en 

inmunoolobulinaa 143 0 441 y por influencia de factor-ea Q&nOtico• 

an ratcne11 14:51 y en individuos con antlgenos de 

HJstocompatibJlidad tale& como HLA Al y D12 y do los fenotipo• 

Al/AZ y 612/27 1461. 

brote11 mpJdbmlcos han 11uoarido quo •• primor• 

OKposiclOn •l parbslto produce •nferC1edad y qua al parfodo do 

incubacJOn antas de qua aparezcan 1011 sfntoma• e• de do• o tra• 

•aman•• da11pu6a de inoarir s.gua. contam.ln-ada. con quistes de (i.... 

~ <23,24,47). 

Laa Jnfoccionov con ~l..Acsf.1..a pueden ••r de corta duracibn, 

par lo manas an adulta• normale• r•ramente eNcaden 1011 3 mo•a• 

<9.23,24,40). El periodo de primainfeccibn aa ha •uoertdo qua •• 

r••uvlvo cllnlcamanta an un promadio da 44 dfas 19,231 24 1 33 1 40). 

La admlniatraciOn oKperimantal en ratona• mo•trO qua independien­

tam•nta da la db•i• infoctantu do qui11taa 1 l• 111.Axima poblac16n da 
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lrafozoltos ocurrlb a las dos !iDmanas dcKpubs dE!l tnbcula y luego 

disminuyo paulatinamente en un tiempo de 4 a b seman~K hasta caer 

a bajes niveles o desaparecer <34>. 

Lill tnfecctbn por th.J@l!'t>~ tiene un espectro cltntco 

bastante amplio t12.4B.4?11 Se presenta deade un curso 

asintomhtlco on un 39 ~do los nihos ~cnorcs de S ano~. un b9 % 

de les nlf'los mayorcc. de 5 anos y un 7b % de lo~ adultos ttD• 

hasta cuadro• agudos do corta duraciOn con autol icni tacibn 

espontbnoa lo• cuales sa presentan ac~panadou da _una ga•a do 

alntorus1 en nlnos son frecuento& las dt~rreas intcr•itente~ o 

con•tipactbn, naOsO.:t.61 ttnore>ela. dolor cptQAstrtco, daj:.enctOn del 

crecimlC'flto y pbrdida da puso (lB.tY,40,51> en ca..Oto, •n adultos 

prevalecen dinrreau oNploutvaa, semlJSqutdas, fétidas y ora•o•asJ 

cOlicos, dlatenctOn abdomir~t, flatulenct•, cefalea y anor9'Cia 

<9 1 20,23,24,49,!52>. Tambl&n punde 1ntoulr un curso crl:lntco que 

puedo aor a&intD#l.lltico con epl•odios subcllnlcos ... porAdico•.Cl?> 

que no siempre obltg,;¡¡n a una •tancibn ddica o puedan prlttlent.arsa 

los slntomau t.nteutinal 

deficiente tztl. 

No sa h•n l09rado eGclarecar total.ente los .. canis~ que 

intervienen en l• patog•nesi• de oi.ardlasia. Una etapa que su 

c11nsider• cruci•l en l• patogtno.is da 111uch•• anfer~ade& 

lnfvc:cio••• •• la adh ... 90cia dal par•stt.o a c•tulas blanco. Sin 

un lll'Wf:anl•.a efacti'llO de adhttrencla, los trofozoSt.o. pu°aden 50f' 

WApuluadoG r•ptd• .. ntv de la lu: tntastln•l· Otí~arvaciones IRf1 la 

tnt.eraccibn .ntr• Ui.Al:.di.& y .,-itrocit.os <53> plant.•.n que el 
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par-A&ito tiene on su supel"'ficte membl"'anal una aclivid&id de tipo 

lectina <54,55>. No cbat•nte con la micl"'oscopla olecll"'Ontca se ha 

mcstl"'ado mal"'cas parecidas al dtsco adhel"'onte de tl"'ofozoltos, 

on el micl"'ovello de las células epitcrliales del intestino 

dol;ado tanto en modelo animal (Sá,57> como en biopsias humanas 

t5B> &UQll"'iendo QUe dicha estructura tiene podel"' de succiOn y 

puede parttcipa.r- en let adherencia del pa.rAsi•to a células blanco. 

Con r-ospectc a los cambio1> morfolOgicos do l•• 
vellcaJdadea del intestino delqadc gener-~lmente, no son severos 

atondo rcvcrri;¡ible1> cuando iie olimin..i ólll par-A&ito 115). Esto 

augtere Que el dano no llega a lil p~r-to bas•l del epitelio. L.aS!i 

allel"'aCianos pueden presentar- diferentes grada& y asto& van desdo 

simple proceso inflamatorio con presencia do leucocitos 

mononuclaares, eoslnOfiloa y potimorfonucloares on la lAmlna 

propl a de cr l ptas y vol 1 osl dades (59) hasta hl parpl asi a 1 i nfoi de 

<15,19.b31 debido a severa inflltraciOn da linfocitos <bO-b2) y 

células PlasmAtlcasJ accr-ta.miento, ensanchamiento, atrofia de las 

vellosidades <t5 1 b2) asi como reducciOn en su nOmero ClO>, 

alon~icibn do las cripta& (15,64>, aumento en al Indica mitOtlca 

epitelial <H5, :59> cambios en la polarid.ad nuclear, 

vacuoli=acton del citaplaama en la parta basal da los ental"'ocltoa 

115) y aumento dal tamana del nOclao en l"'&laclOn al citoplasma 

C641. La aevar-idad da •$ta a1>p•ctro d• lesionas •• mayor 

pro•tim•lment• a 1• luz lntaatlnal y se prasenta altal"'no con 

aeyc.entoG norma.lea de mucosa (65,66). Acliclonalmenta •• ha 

r~ortado •nQrasamlanta d•l patrOn mucosa a nivel duodenal a 
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trrugularidadea en loa pliegues f19>, 

De manara similar, en gi•rdi•sia murin• •o ha obsarv•do un• 

roducctOn en 1~ altur• de las vello&idades (3~1, di•minuc10n de 

los niveles do dis.1cartdo1111o111 t.:iloo como m'""ltasa, lactas• y 

sacar••• y reempla:o de los ent~rocitos da~ados por nuevas 

c•lulas provonienle& do l•s cript•s (671. Es por ello qua so h• 

sugerido que I• defictoncJ• de dJsacarJdasaa es debido • la 

los anterocitos 

inmaduros quienes caracterfstic•mento tienen ni vales mas bajos de 

disacarldasa• (59l, lo cual podrla aHplJcar la diarrea y l• 

111bsorciOn Jnt•stinal dofictDnte C6B>. De tou•l modo, el atmple 

daho morfol6Qico de la auperftcie del onterocito suot~re la 

alteractOn funcional ya que la membrana c•lular que recubre l•s 

microveJJostdades contiene complejo• enz1mAticos digestivo&. 

Conaecuentamantu los mec•ntsmoa de transporte par• moncaac~ridoa. 

abacrcibn de •~ino~c1do• y abaorc16n pinocftica d• grasaa pueden 

dJaminuJ.r CJO>. 

En otro •&pecto , no •• h• podido correlacionar 

colula• 

coJumn•res d• l•• v~llosidades apitelialas con la, ••varldad de 

los sintomas Cl5>. Eato pu~de debarae • qua lo• cambios 

hJstolOQiCD!I •• l• mucosa tnteatinal •• prasantan alterno• con 

zen•• ileaas (44) y Ja altaraciOn apreciada •n .. biopsia no 

cubra ,toda l• sup•rficle epJteltaJ. Ta•poco •• h• podido 

ralacioni11r lo cantidad da quiste• e1ecratado• con lo• calftbios 

•n•tbmicoa d•l epi tal Jo int•stinal, ni con la ap•rtci6n do 
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stntcm•s (b91. A~i pcr oJEmplc fl"Ci.entes asintomAitico• 011pulS<'tl 

Qrand~s cantid.ides de quisotc,.>s. y opuastamenta, individuo• c:on 

anfcrmediild sevar·a ha eidc dificil detectar al p•rb.sito <2J.,70>. 

Lo• ustudiom de laboratorio en pacientes con giardi••is. 

reportan di•minuciOn de en:imas especl~icam p4re. la dlgestibn d9 

carbohidratos, tales como lactaaa, oace.r-ea, malta•• y amilaaa 

<12.1b.44.b3.7l>i estgatorrea un un 12 a 64?. de lo• pa.cientea 

<11,12,t&,19,4B,b3,b5,71,721t dlaminuciOn da llpase. pancre•ttca 

relacionada con la p&rdlda de gr•••• y otras on:ima• pancre•ticam 

como tripmin• y lipstn• <19,7111 abaorciOn •nOmala de o-1cilosa 

an un 23 a 55·X do acuL>rdo •l critario da excrecibn urinaria Cll. 

19,4B,b3,71 0 721, transtornos an la ab&orciOr\ de glicina (18,711, 

vitamina 812 C15,19,44,48,63,71l, lactosa (191 y nivalaa bajo& da 

carotenom, folatoa, tiahina, cobala•ina, ami como abaorcibn 

d•iiciente de vltomlna A <12,tB,71)r v di•mlnuciCn an la 

actividad de la& anzi•as peptido-hldrolasaa, dl•acaridasam y 

enturopaptida&aa <15>. 

Para eMplicar la patogOna•i• dal parAsito, se le han 

atribuido propiedades invaeivau. Por medio d~ 

alectrbnlca •e han encontrado trofozoltoa dentro da las c•lul•• 

epiteliales en la blopala da un caso de Qiardiasis crbnica 173) 

aal como en los espacies intormticlal•• de la submucoma, en la 

lA•ina propia y penetrando al •pit•lio en 6 biopsias de pacienta• 

con diarr•• y trcfozotto• an las hltC•• (b4> P•ro al nOm•ro de 

par.laitos lnvamorem fue 111uy •acaso en ralacto"n a la• multltud•• 

d• la luz lnt••tlnal. 
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SD9un otros autore11o <6!5,74l Jos trofo:!oltos pueden 1r1v.:idir 

el ep1talio d11J•ndo un 95pacJo quo marca la vi• de ~ntrad• -.111 

anor-malJdi111d en el borde lumtnc1l de l• muco5ia. f•ero la vida de Jos 

trofo~oltos inv•aor"es debe se,. br"ova, como r"esultodo de una 

partic.ipaci6n inmudiata da m•crOfagos tisular"e•. Se ha reportado 

filQocJtoai• de trofozoJtos "in vttr"o" por Plillr"te de macrOfago• 

pe,.J tonoales dD conejo C7~) y por monocito,• hum•ncu da sangre 

peri~érica (761. Otros autor~• no han confirmado las proptedadea 

invasivas del par~sito (1~ 0 631 tal ve:! por"que los lr"ofo:!oltoa no 

uatan blltn adapt<Jdo& a sobrevivir an tuJido stn &Ufri,. cambia& en 

su forma. Por Je tanto las observacion&• pueden d&be,.sa • l• 

alter-.ciOn de la morfolo9Ja de la muco11a por" infiltrado celular" 

de defensa. Ast lo• uspacios entre 1<111 cblulas t01n'to on las 

vellosidades como en las cr"iptas pormil&n qua penetren algunos 

trofo:ottos. 

Otra proposiciOn menos dudes• para oKplicar l• P•togéne•i• 

os la del sinar9ismo con bacter"iaa un ul tnte~tino deJ;ado. Se 

ha observado que con terapia eapecfftca pa,.a bacter"i•a, h•n 

desaparecido los slntoma• a pesar" de la persi•tencia da l• 

infecciOn por @~mb..li...e. C71>, aa ha uncontrado coloni:!01CiOn 

bacteriana anormal on el intestino d&l9ado da JndivJduos con 

Qi•rdl••i• cr"Ontc• C72,77> y su ha most,.ado endostmbiosts de !L.. 

mw::.i.a. con bacter"iaa <78>, 

Un aspecto importante en el manuJo de la ;tardi•sts as el 

dia;n6sttco el cu•l se baaa en la damostractOn del parA•itu en 

huce•, ••I como en el contenido o en Ja pared del duodeno. Para 
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detvctdr al parAsito §e tiene el m6todo coproparasito•cbplco 

ICPS>. Poro hay autores que reportan periodos do neoatJvldad en 

C~S debido a una disimilitud en las oHcreciones de quistes. Asi 

por ejemplo Danctngor 179) clasifica • nihoa infectados en tres 

grupos de ewcrec10n de qui~tesl ordndes eHcretadore•, con oran 

cantidad do quistas en casi todas laa muestra111 excr•tadorAs 

combinados, que alternan periodos d• una a tros semanas •in 

ol lminaclOn, con otros de oran C):cr·eciOnl y t!KCretadore• mlnimo• 

que tienen pocos. o nlngun quiste detect~ble durante toda la 

infeccton. Otro• 

ewtracclOn de l lquidD duodenal CBO>, la. biopsi• yeyunal l:i9> 1 las 

pruebas serolOgicas para detectMr anticuerpos 11~,3S,B1-B9> y los 

m6todou para' detectar antlQenos en hoces 190-93>, 

con 

ampliamente distribuid.a a. nivel mundial 194). Generalmente en 

endémico, 

espwclalmente en contras urbanos como Gla.soow y Liverpool an 

Inglaterra C9~ 1 9b) 1 Colorado <23), Utah, Oreoon, Wi11Shintong 19>, 

Ne~ Hampshiru y New Vork en USA 120>1 Lun~norado Gn la URSS 124> 

Un e>c illmen hecho a 1419 turistas nortaamari canoa procadanta• 

de la URSS, mostrO qua el 23 % h•blan adquirido giardla•i• 

princlpalmantu en Lanlngrado C24 1 2b,27>. En In~lat•rra mas de 

3200 infecciones por Gi..Ar.d.1.A son reportad•• anuilllm•nta an loa 

labor•torlos de Sa.lud POblica 19S.9b), En USA. 

endamlcldilld •• ha revalilldD por lo• brotas epid•micoa <9,20,23> 

lo cual su ha estimado por la pobl•cl~n enferma an un 7-11 %. 
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SeqOn Schul t: (52) salo repreut'rit.:in un• pfilquel'la. porciOn di!' l• 

vorda.dor• lncldenci• ya que un ~r•n nOmarc da portadort'& 

cllnicament.o mantienen un aspecto ••lUd,;i.ble con respecte a la 

capa.cidild do G~\Am~l~6 para prcducir enfermedad. 

En p•lsas trcpicales y 9ubtropicales. la endemicidad e& 

m•yor <49,q4) 1 lati lnfacctcnes de viajercg indlc<illn que la 

gla.rdlasis e& muy comOn en el Sur y Sures~e de A&i.:i, Africa 

Central y Occidont.:il y Latinoarnbricil. Sin embargo en la pobli1Ci0n 

residente de Ostas regiones, la t,;i.&a de morbilidad e5 siempre 

b•J• en adultos C35) y la incidenci• es mayor en n1Mos mayare& de 

2 a.Moa de ed.:id (49,50,b2,97,9Bl. En cambio en situacione& 

epid&micas, en pcblacionea no ettpua&ta§, 111 ta&• de morbilidad es 

del mismo nivel en teda• las edades <201. 

En Héuico, las enfermedades parasitarias ccntinua.n siendo 

un problema de Salud POblic• yil &ea por la frecuenci• en que &a 

presentan cerno par los dal'lo& econOmicoa que producen en la 

poblaciOn a.fectada (99-102>. Ha.rtuticolli tt03l revl5ando la. 

blblloorafla nacional de&de 1934 ha•ta 1964, presenta d•tos sobre 

la infaccibn por 0.s.!A~ on nlNca. Obtiene el 5iQUiente 

promedie d• frecuencia de infecciOn a. nivel nacional• en 

lactantes de 23.7 %, en preescolare• de 20.7 X y en escolaras da 

14.1 X. E•toa dato• vartan •eoun la. poblacibn estudiada.. Faro la 

mayor la de esto• reportea tandiantes • oatlmar t•••• 

prevalencia en la axcreciOn da qui&t~• no 

da 

•• 
apidemioloQta real da la otardlasi• en HOMico puesto que ae han 

realizado en Hoapitales donde acuden _loa nlNo• que raquteren de 
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atenciOn mt:dtcu tlOl.1021. Considorando que la ~L.1.f_mtlllA es 

potonctalmanle p•tOgan• en ed•de• p•diAtrtcas parttcul•rmente en 

ntno• lact•ntea CS11 ea de ••P•r•r que 1• mayor frecuenci• 

porc•ntual •• presento en lo• menores da un aho de ed•d como •o 

ha reportado (J02l. 

1~2. Ciclo BioJOglco 

gtard&a l~mtll.J..A tiene un ciclo biolOQlco sencilla. So 

tnici• con l• lnQesta de qut~tea, loa cu•le• al dosenqulst~r 

dan luoar • trofo:oJtos que a au ve: se raproducen en tnte&tlno 

daloado. Durante el perlado de latencia alounos trofozoJtos aon 

arraatrado• por loa movimientos periatAlticos y ce enqu&atan 

antes de aer aHcretado•• El ciclo de vida eo completa cuando Jos 

quistes &HPulaados con la materia fecal son ingerido• por otro 

hoapedero Cfiour• ll. 

El de•enquintamtento eicperimental "in vitre" con tiolucione• 

Acidas de un pH entre J,3 a 2.7 ha sugerida que l• •ctdez 

gAstrica e• el factor inductor de dea•nq~iatamienta CJ041, 

lo• trofo:o!tos no sobrevivieron en este medio. Despu•• 

pero 

••• 
da&enqui•t•mienta lo• trafozottoe &a aatablecan en el yeyuno y 

duodeno donde el pH ea mayor a 7 C vs •ata porciOn anatOmica 0 el 

h•bitat del p•rA•ita). Dur•nte al desenqutatamianto surge de cad• 

quista, un trofo:o!ta tetranucJeado qua se divida inmadiatamante 

1tn dos trofazoJtoa btnucle•do• loa cuales •• ••p•r•n da•pu•s da 

varias her••• Le• trcfa:oltoa se adhieran par su cara ventr•l a 
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Figura 1 • Ciclo blotogico d 8 gt ardl · • ltmblia 
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las micro"elJo11tda.d11& d& lo1u cttlulo1& que c:c.nstitu..,cn L'l epitelio 

inlu~tinal. Ahi adquh"ren nutrtmenlo& del fluJdo 1nt(.•&tinal 

posiblemenll.i' por pinoc.ttosiil o por ab&orc.1011 directa do &u disco 

vuntral. Los trofo;:olto10 so 1·eprnduc1~n por fliiOibn btn .. r itt. el 

proce<Jo su1 inicia con la duplic.lclOn do los nOclco¡¡. En el 

prcC.ll'llO lo& cuorpoG medio~ y el disco adh~rent~ pa.recen 

de&integr..,rac cuando t1V duplican loa cinotqs.om•&• Fln,;o.lmcnte en 

la célul o1- m.Rdro. los orr;i.anolos dupl ic.idoil se ropo)rtcn forma.ndo 

dos polos, los Cl1ala11 <Jo dlstancl.;in p""uJatin.amcntc 

completar l.a dlvlstOn 178). Oui:A por acciOn del 

Jnmunltarlo dul hospedoro al trofozolto ~o desprende &Kponiendosa 

A ser arra9trado por ol paristaltl&mo. Cuando sucede lo~ran 

cambi•r a su forma qul•tic:J ""ntes de ser eKpuleados. La utnto&is 

de la pared qut10ttca paree& aar un paso eusnclal en el 

enquiatamlento (105). Una de l•B estructuras i~portantcs en loa 

formaciOn de la P•red o• l~ N-Acetil-D olucosomina D-Glc-l~Ac> 1 

la cual en comOn en l• membrana del trofozotto. En lavaduras. ld 

quitina•• &inteti:adA a P•rtir de 0-Glc-NAc por la acclOn de l• 

quitina Bintmtasa <~4). Olllln v Col. C10b) ancu•ntran quo cuando 

\os trofozottcm se enquintan '" tn vitre " sa presenta un aumanto 

Rn la activid•d de l• quitina •intata&a en coroparacibn con lo• 

cultivos que no aa anquistan. Sin •mbargo aun no •• han 

diluCidado los aacanl•mos involucrados en la dtferonciacibn da 

.trafozolto • qui~t•. 

diferente• 

emtad!o• d• ~•duraclOn y sobrevivir en condicion•s h~medas por 



periodos maG o 1nenop prolong.idos (:?tl hd-sta quu tion 1nQeridcso por· 

otro hcspedvrc. LoG qui'i>tos binucloados pu~don n1adurilr en ul 

e11terior en un periodo de 3 .,,. 7 df~•• consi~tiendo on una s.ola 

divjsiOn de cad~ núcleo (óql. Se ha reportado quo q•Jistes 

expucG"otos a tcrr1pcratur¡¡ •mbiente durante :0:4 a. 48 horua 

preeentaron deterioro morfolOi;iica qLH! los. privaron de? •U 

viabilid~d. EJ d~no •e car~cteri:O por contracciOn y diatorslOn 

membrona celular 1q1. 

En cuadros diarrOicos el par~aito no so enquista debido a 

qua los ~ovlmientos p•ri•tlltlco• soon muy r•pidoa. Asi los 

trofo:ottoa •on •Mpu\Eado• y no to;ran sobrevivir, ni enqulstarae 

fuera de &u hot1pedero de•int•Qrandc•e flclllftante Cb9>. 

1.3. DeacripcilJn d•l parasito. 

TaMonOml ca111ente !li..e.l:..Q.i a 1 embJ !,5!. p•rtcnec• al Rel no Protf. ata 

Subreino Protozoa, Phylum Bubphylu111 

MastiQophorea, Orden Dlplomonadida, Gen~o 01.AoU.A y E9pocie §..a. 

l..&mb.l...iA <107>. El proto%oario preaenta da• fa•&•• morfa10oic••1 

una trofo%oitica o v•o•t•tiva y otra quistf.ca o de re•i•tencla. 

El trafo%olta e• una forma flaoel•d• mOvll que calonl:r.a l• 

porclOn proKimal del tnteatina deloada. El quista .,. l• far~• 

inf11Ctiva que so 8MPU1•• al ambient• aKt•rno po~ madta d• la• 
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FiQUr~ 2. RapreaantaciOn do tcofc=olto CAi y quiste CBI da 

Gftcdte lambli• 
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1.3. l. Trafazalta 

En et 111lcrotocap10 dE1 tu: directa, ae obiiierva que al 

trofo:olto e• piriforme con slmetrla bil•teral. Su dimensiOn 

varia de 10 .i 14 .um de l•rgo por b a 10 de ancho y de 2 d 4 .um de 

espe•or. Frasenta 4 pare• de flag&lo•1 2 anteriores, 2 lateralea, 

2 ventrales y 2 caudi!.lC'l!.· Tiene 2 nOcleos, iiiltuados a los l."do• 

del eje de •lmatrJa, a veces 'l!.e observ• cada nócleo con un 

cariosoma central grande <10), Asimismo posee une estructura 

circulilr denomtnade disco adherente o ~ntri•do que ocup• cesi la 

mitad da la superficie superior l10B,109l. La superfici• inferior 

e& el J.rea desnuda y termina en ~·n vértice (figura 21. En •l 

limite inferior del disco adhesivo •o encuentra el cuerpo medio, 

que es una de las carectortsttcas morfolOgicas que parmit• 

distinguir a otras especie& dentro del g~nero aierdia, E•tudios • 

nivel ultraestructurat mue•tran uni. sup•rficte d0raal canveica y 

una ventral ligeramente cOncava en donde ae halla el disco 

adherente <109>. Dicha estructura se encuantra can•tltuld• por 

do• lObuloa con numero•ae a•trl•• en e•plral 1106>. Tiane doa 

canalos1 uno es el aurco marginal, formado por la• crestas 

laterale& y por un borda ventrolater•ll al otro' canal es al 

&urca vantrccaudal y a tate lo forman los do& lObulo• del disco 

adher•nta. El citoesquelato del disco a• complejo, ast.1. formado 

por mlcrotObulo• y microfibrlllas <106-ltOl. 

La mayor parta da la •uperflcia d•l trofozolto •e ob&arva 

revestida da una membrana trilaminar de 100 A de aepeaor. La 
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configuraclOn de &U• fl•Qelos es l• clAaica de 2 fibrlllaa 

centrales y 9 pare• de flbrtllas perifOrica• 1111>. Los flaQelos 

surqen da 1011 aKonamas o clnetoso111as. Dos do ollas estAn 11n la 

parte uupsrior del parA•lto y lo• dema• forman un complejo en la 

linea lllOdla entre lo• dos nOcloo• (7Bol0Bo1111. Su el topl•sma 

muestr• p11queh•• partfcula• dlspcr•as de l~0-200 A. de di.lunetro y 

mC.iltlpla• ora.nulos de oluctigono de 300 A • ••i como estructuras 

parecida• a rlbonucJaoprotelna•. El lrea desnuda parece no tener 

citoesqueleto. Tleno Qran cantidad da vacuolas repartida• en ol 

Are• central y por debajo de toda la ~embrana plasm&tica dor••l 

C10,6!5). 

Los nOcleos OMhlb•n un nuclaopla••• con .Oltipl•• orAnulo•. 

Bu .. llbr•na nuclear e• doble y poro••· L• ••lructura dal cuerpo 

IM!dlo muastra una composicl6n a basie de aor•gado• microtubul•ro• 

qua se eJCtiendltn a lo l•rgo du lo• a>eon1r1t1a• d1t los fl•oalos 

caudales. No aa han obsarvado en al trofazol to 1 ••truciura• 

•amejantes a mltocondrias, li•o•o••s, ni ratlculo endoplA•mlco 

liso <6!:1,1121. 

En cuento • COllllPOSlCl6n prot•ic• del tro4ozol to - h• 

mast~•do qu• 1• tubulln• •• la prlnclp•l prot•ln• do l• 

estructura •icrotubul•r d•l disco (1081. Taeblitn •• han 

ldaintificado protelnaa contractll•• corno la 

pnrtf6rica d•l dl•ca vantr•l (109>. 
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1.:s.2. 

El qui•t• •• oeneral111ente de forma ovoide aunque aa le 

pueda obaervar redonda. •laroado, trlanqular e irreoular. La• 

dimen•lon•• ta.mblill'n v.,¡rton, aunque ~ promedio son de 10 a 14 1o1111 

de laroo por b a 10 ~m de •ncho. No cuanta con flaooloa, ni dl•co 

adherente. Pa•e• 4 nOclea•. numero••• vacuol••• flbrillas y una 

parad enlutar fibro•a da 0.3 ,um de. ospesor, la cual envuelve a la 

111•mbrana pla•111•tlca. Cuando el qul•t• •• inmaduro •olamenta •e 

van 2 nOcl•o•. En ocasiono• •e cbsarvan dentro d•l qulata, 

cuerpo• basala• y microtObulos a•OC:.iado• a 111lcrofllam.nto• en 

fila• paralalas, probabl•m•nt• son porclona• del dl•CD adherente 

e 11:s1. 

CM>11\LD 2. ANIECEDEHTE9 BEJrEftALES 

.sa ha compr•ndido que para et e•tableclmianto d• una 

lnfecc10n •. •on factora• crltlco•'del ho•p•d•rol a> la lnt•orldad 

de la r••l•tencla ln••peclflca1 b) d• la d•f•n•• ·~paclflcaJ y e> 

el &-qullibrio ltn la lntan•ldad de l•• r••PU••t••· 

En cuanto a la r••l•tencla ln••peclftca, .. tienen poco• 

••tudloa. El contacto entre trofozolto• con defen-.ia celulara• 

lneepeclfica• pu•d• iniciar .. de•d• la adherencl•• El estt.-uto de 

un ora~ no..,-o de trofozolto• adheridos puede u1tr •uflciente P•r• 

produclr lrrlt•ci~n lnt•n•a d• l• •Uco•• lnt~stin•l y propiciar 

el r.cluta.lanto de c•lul•• -onanucleare• y poll.-orfonuclwar••· 



En mctlclos eirpcrimer1t..,lea "e hOJ •.1i11tc d.::ba_¡o del epi tel 1 o 

intestinal do ratones, • macrbfo'lgo& pr·cv,H1ientrs di:' F"IClca• de 

Foyer'• port.ando fraQmonlos dt> troto:cltos de ~h- ~y_r.is y rodeildos 

por llnfobl¡u1los 11141, Tambi~n tu? h• reportado fcJ.Qoc1tos1f'> "1n 

vitre" de trofc:oltos por pe1rte de m .. crbfo'IQCll perltonealca d.:> 

COflejO <7ei), 

Con rcspacto"' lil defens.a esopeclfic"' hiloY ,n,35 e·!'otuU1os " se 

Justifican por las evidencias alento'ldoras de inmunidad contra la 

enfcrmadCld. Se h"' demostrado experimentalmente qua los ,.-_,.tones 

re11u11lvan la infecciOn con º-~'!l!ltl~ y toen resistentes a la 

re1nf11c:ciOn (1151. HUnQLIC:O en humé\nos. I<> Inmunidad a ~l~mb..LLª no 

ha sido demostrada eutadluttcamente. 

protector de i,,. primolnfecc:ibn fue 111oetrada. por l~entdorff 133> 

Quién tr.atO de reinfectar con la misma dosis a los 1ndlviduos quu 

resultaron infectados por primara v11~. En este estudio se 

encentro que e de los 22 c:~sos preGent~ron resiatencia a la 

roinfocciOn. Otra evidencia sur9iO en ~l e11tL1dto de una epidemia 

de Qi ar di a.sis, dende se noto que un gran Porcenta.Je de los 

individuos visit.antDs tuvieron manifeatacion11s cllnic11s aouda& y 

mayor susceptibilidad • la infeccion en co111paraciOn con los 

pobl11dores del Area epidémica <231. 

Hay estudios que p11recon seNalar qu• la. inmunidad estA dada 

por 11lorr1entos celulares. Por &jemplo un un modele animal, ee 

observo que lo& ratones atfmicos tnfect~dos eMpertmentalmento con 

l;L...mYc.J...a, lograron resolver la infecciOn en· un ti&mpo mas 

. prolongado que los ratones lnteQros pero no adquirieron 



proteccibn a 1..., relnfeccibn. Y cuant.10 !le les adm1n1strO cOlula• T 

los animalvs rnsoJvii;ir-on l.;o tnfecctOn a un tiempo normal. Est¿i, 

rusoluciOn ocurr16 ,¡,un si léls celulas T 1!.D dllbi'ln al mi~mo tiempo 

CIUll' el inoculo t'34l. En otros est~nJios ee ha observado quo 

ratone& con respuesta Jnmunitaria deprimida por irradi•ctOn o por 

admlnistr•clOn de cort1co•tero1des presentan Qiardia&i& con 

manifestaciones ctlnicas per•istontes Cllbl. Asimismo se ha 

ob11ervado un aumenta en el ni:tn1ero de ltnfoc1lo• en b1op9i..,., 

yeyunales de paciente& con Qii'rdi•sis cllnica aQuda C60 0 bll ast 

coma adherencia de pequeMos l1nfocito& a la membr•n• dorsal de 

trofo:oltos en biopsias de lntoat1no humano 118l v en modelos 

animales de glardi•sl9 1117), Otro tipo de actividad celular ft.rn 

•eMalada por Smlth v Col. CllBl quienes en un estudio "in vitre" 

mo&traron el totoutcJ dad colul or.r dependiente tle antJcuerpos 

lCCDA l • Los gr 01nul oc 1 tos de 1 nd i vi d~1os; "Sanos fu1:>ron c 1 tot0>1 J cos 

par01 IJ.. l •mbt i a a una r-el o.e.! On de 301 1 en pro&enci e de anti cuerpo& 

""nt19iardta. El efeoctc no dependJO del Complemento y111 que el 

anti&uero IIQG de conejo inmuni=ado) m•s Complemente en ausenc.1• 

del gr41nuloclto no afecto al par~slto. De iguel forma el 

Qr•nuloctto en lilU&encia del 01nttsuero no mostrO cltoto~icid•d. 

t..os neutr0filo5 y lo& eosinOfilos. también moatra.ron CCDA aunque 

•n un grado mas b•Jº• en cambio 1• actividad no se praaentO en 

los. l lnfoci toa. 

Otro• e&tt.1dlo& parecen indicar que le inmunidlild eatll dad• 

por alemantoa humorales. La importancia da 1011 anticuerpos en 

Qiardlasis, se refleja por la severidlild de ma.nifestaclonea 



clJnic,,.s. qu., preaentan 1011 pactentee hipoqams.qlobultnt>mlcos 

143,44,b31. Smlth y C:ol. tBál detocloJ.P'"On en ~lqunos pacientes, 

tttutos de Ac sl'rtca& antiqié>rdla ha\Ota 15 meselili de{;pLlé& de.- la 

tnfecci6n. Sin embargo en otro at¡ludio, "'e ob&ervO que en el !;S ~: 

de un grupo de p1u:lento& cc,nv¡,Je&c1entes, lo'S nJvoles dL' He: JgG 

1U~rol6gicamentc positiVOB no Be n1antuvie1·on mas a11:. de 4 Baonanas 

despuér; de la erroidic .. ci.6n del po.r..'laito 115J. Tal ve: el 

mocaniumo tnmunttoirtc hunioral esté ba.&ado 'Sobre los Ac da 

11acreciOn. En un 11tstema murtno, ratone• l~ctantes de madre& 

inmunes fuaron raststentos a Ja infocctOn con §~..Y.r:JJ!.I Ja 

resiatencia la perdieron cuando fueron desdotados 111qJ, En otro 

modelo murino, se indujo la 1nfecciOn con ~ y solo los 

ratonas amamantados can leche de madre• tnmunl:adas, resolvieron 

la gi•rdia•i• Cl::?Ol. En ambos casos, los reaulta.doa con 

inmunofluorosc11nciili indirecta <IFI> v.u1,3iriuron que l• protocclOn 

pudo sur proporcionada por titulo& de lQA e lQG contenidos on la 

leche. También ae ho uugerido que la protecciOn podrta sor debido 

a la acclOn de linfocitos y macrOfa9oa que fueron estimulado& 

antigOnicamente en intestino ms.terno y que emi9rarcn hasta la 

9l~ndula mamari• para ser tnr;ieridoa por el raton (18), Por otra 

parte en biop11tau y11yunaleu de pactentaa con Qiardiasia crOnica, 

madlante el motado de inmunofluorascencta directa CIFO> &e 

deucubriO en la mucosa, una reaccton alrededor de la membr•n• 

dorsal de loa trofozoltoa do p.lamblia cuando aa aplicaron 

antisuer"O!I contra cadena• a.lfa, kappa y lambda ·de lg humanas. 1-• 

au•encta de reaccl6n con lo• antiaueroa contra •lbO.mlna, 
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l!brlnOgeno y companento 3 de Complemente deacart•ran l• 

po•ibilid•d de ad•orci6n inespactftca 1121). Las posibilidad&• de 

acciOn de lo• Ac pueden •P.r m~dlante la ya menctonada CCOA, por 

nautr•ll:actbn de lactinas. impidiendo la adhost6n a le mucosa 

intestinal y oor opacnt~•ciOn de trofc~oltos. Owan (llql plantee 

que les Ac puod~n ovJt•r la uniOn del par~sito a l~ p~red 

1nto5tinal medianto ol reconoc1miento v blo~uec de r~ceptores an 

las microvellosidades. 

AntaQOntc~menta el parÁ&ito debe tener mec•ntsmos par• 

alterar la~ respuesta• inmunitartaa. Se ha encontrado liQ~ra 

dtsmtnuclbn da IQA local en pactant~s con giardiest& 

••ociada a ab&crcibn tntost1nal deficiente (!17) o -
convale•cencta f122>. En paciante~ Con Qi•rdiasl& sintomAtica. se 

ha observado por medio de JFD a nivel de mucoaa tnteuttnal, un 

aumento en el n~mero de 11nfoctto5 pcrt•doros da IQM <15), lQE e 

IqD en su %uparftcte y di•minuci6n de portadoras de IQA 1123). La 

relac1bn se invtrtiO después de erradiC•r al P•r~~1to f12Zl. En 

otro• casos, no se ha encontrade que 1• den&Jdad de laa c•lulas 

productoras de ZoA dentro de la muccaa tntastin•l'fuese anormal 

(t~.121>. En modelos animalus &e ha descubierto qu~ no •iempra 

ae elimina al parjsito, qut=é porque Ge eatabloce una rel•cibn dY 

equilibrio parlsito-hcapedero. stn que •e detecten evtdanci•• de 

ta p•r~sito•la. En un modalo oxpertment•l los ratonas qu• 

a5tuvteron parasitado& con~. dejaron d~ GKCr•t•r qui ate~ 

en el periodo astablscldo que seNalab~ 1• allmin•ctbn dal 

par&5tto. Pero al •n•li:ar porctonea intastin•laa se hallO qua la 
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resoluciOn fue incompl~ta on mas de la mit•d de los .anima.lea 

Cb7). Por lo ta.nto es necesario aaclaracer osa relaciOn y buscar 

a.ntlQenos de e1tcreciOn, secreciOn o som~ticos. del par.=isito que 

tenqan c.apacidad p.ara modtftcar lo• evento• inmunit•rioa. Al 

respecto se ha pr-opuesto que la respuest• infli1omatoria de I• 

mucas.a tntostln•I ante la tnfecciOn con ~~~ posiblemente 

tiane un papel importante en la génesis de la enfermed•d. Antes 

da que el enteroctto m•nifioste signo& de dano morfolOgico h~Y 

aumento en al nOmero de linfocitos interepitelia.las, debido quizA 

a. una raspueat• contra anttgenos relacionados con el parbsito. 

Asimismo la maQnltud de la inftltracton ast~ asocia~a con el 

grado de di•funciOn de acuerdo a las observaciones hecha.• 

mediante pruebas de ab•orciOn intestinal (bOl. Un &iQno mas de 

que al daMo a la mucosa en otardtaats puede estar mediado por 

mecaniamo• inmunopatogOnicoa es el propuesto por Gillon y Col. 

tb7). Lo• autorea 5ehatan que el daMo celular ••al resultado de 

reacciones inmunolOQlc•s simil•res a la roacciOn de injerto 

contra hospedero descritas en el r•tbn l124>, donde la presencia 

del alo~nttgeno activa la hipersensibilidad. Da esta manera loa 

entarocttos aon danados por las linfocinaa citotO"ica5 liberada& 

por .la• c&lula• T. La hlpOteais ea apoyada por la ausencia da 

lesiones en la mucosa del ratOn attmico infectado con ~. 

Adamis cuando loa ratone• 4uercn roatituidos con poblaciones 

calularm• obtenida• del ba~o de sus ratonas stno&nicoa infectados 

con antar ior i dad, ae presentaron al teraci enes hi·stol Ooi ca& en su 

mucosa int&stinal l142). 



En resuman, so continOan Oatoa a•tudio• sobro , .. 
interaccione• de loa elementos del sistema da dafanaa dal 

hospedero con el par~aito v poco a poco ae va entondlendo la 

complejidad da los mecanlsmoe Inmunitarios. Por lo tanto es 

preponderante reali:ar estudios 11obre ·la identiflc•clOn de Ao del 

par••tto qua pueden Juoar un papel importante on la patooenia asi 

como aquellos que pueden servir para un diagnbatlco certero o 

para la b6squeda de componentes del parAslto que favorezcan la 

inmunidad del ho&pedero. 

Smith y Col. ( 12:5) fueron loa primeros en tr"atar de 

identificar Ao del trofozotto. U•aron inmunoelactroforéata en dos 

dimensiones IIEDD), electroforOsie en geles dv poll•crilamida con 

dodocil sulfato da Sodio tSDS-PAllE> y an,ll•ls lnmunoenzlm~tlco 

(ELlSA> para comparar AQ da 4 cepas de a. lambtía, En JEDO con 

suero de conejo anti-capa WB so encontraron en l•• 4 cepa•• 

diferencias antiQOnica• cualitativas y algun•s cuantitativas. Las 

tnvestlQadores notaron au5encta de Qrupas antt;•nlcos en el 

perfil lnfflUnoalectroforOtico btdlmenstonal de la cepa Portland 

'(P-11 asl como diferencia• •IQniftc;:attvas en los valoras da 

densidad bpttca de un ELlSA cuando se enfrentaron 10 &ueros 

humanos con AQ de las distintas capas. 



Nash y Col.t12b) reportaron la existencia de componcntee de 

euperficlu de trofo~oltos WB y P-1 que fueron fbcilmente 

iodlnadce en c~lulaa vivae y luego graduatmento liberados en el 

ml!dio do cultivo en un periodo de 24 horae. tiallari::in que la 

princip•l molbcula liberada do la superficie fue una protelna 

hldrofbblca polldispcrsa de 94-225 KDa ~cnsible a periodato o 

insoluble a .. ··cloroformo-mf•ta.nol. Dicho ma.tertal no si! unlO a 
!•"' 
' o• 

ma.nosa, glucosa, glucosamina o galacto~a. TambiOn hallaron 

mediante IEDD y revelando por auto-radtografla que el "principal 

producto aocretcrlo do la cepa WB estaba ausento en la cepa P-1. 

En el an1lisi5 ulactrcfcr~tic:o del gel do poliacrt1amtda 5-15 ~y 

por auto-radiografla notaron otras bandas, desde lb.5 hasta 94 

Y.Da y una banda de 15-21 KOa • Los componente• radiotodtnados del 

sobrenadante del cultivo fueron antlgOntcoa ya que pudieron 

precipitara• ha•ta un q2 % con suero .de conuJo anti-cepa W~ da 

B.laftlblla • 

Elnf11ld y Stibb& (127l identificaron y caracteriz.•ron 

parcialmente un AQ de superflci~ presunta en 4 cepas de G.lamblin 

Para al aatudlo utilizaron IEDD, inmunoeloctrotr•n•ferencio tIETJ 

y radiclnQunopraclpltaciOn <RIP) con GUero de conejo hiperinmune 

a inccrpor•ron aolubilizadores de melf'lbrana a la tOcnica para 

preparar al Ag da trofozoltoa. Con IEOD usando anttsuero• contra 

copa• P-1 y WB no encontraron las diferencias antiQOnlca• 

r•portadas por 9-lth y Col. t12~). En cambio encontraron que un 

antisu11ro con trcfozotto& lnteQrDG o fijado& en praparaclbn. El 
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hache suc;¡lrlO qua Ga tratnba do un ng de Guperficie. Por medio 

do JET so hallO que el ~reo de preclpltaclOn corre~pond1a a un Ag 

de 02 KDa. En el an~lisia alectroforbtico de ng do trofo:o1tos d• 

lol. cepa P-1 ri'dtomarcado~ en su superficie. ti;e verifico una 

molbcula todlnad011 de 82 t:Da. La molécula fuo inmunoprecipitada 

con el antisuero monoesp~cl(tco. Asimismo GO detectaron otroa 

componen tss radtciodinadon da menor intensidad cuyos pesca 

moleculares fueron 180 0 105. b3, 55. 37, 30 y 24 KDa. Por modio 

da RJP con antiuuoro monoespaclficc contra el componente de 02 

KDa, loa autora• notaron bandas do 10~. 30 y 2~ KDa. Sin omb4rgo 

la& capas LT, WD y RS tuvieren mayor intensidad en las bandas de 

30 y 24 k0011. La caractarizaciOn preliminar revelo que Ja molbcula 

do 82 Y.Da fue hldrofOblca y parcialm•nto senatble • periodoJ.tc, 

aeNalando la presencia da carbohidr~tos. Posiblemente se trata de 

una QlicoprotaJna (127>. 

Otro aapecto i111portanto fue la identlficaciOn de AQ en 

auarca de infeccionas hu~•n••· Al reap•cto Ed•cn y Col. C128> 

hallaron an 2 paci•nte• mediante RJP, que loa Ac antiQiardia 

reconocieron una proteln• d• BB KDa presonta en la •Uperficie da 

trofo:oltos de cultivo oxtnico. Ademla prepararon ¡;\C 111oncclonalos 

murtnos centra Ali! do superficie da trcfozoltoa y mostraron que 

una da.la• clonas reconocl6 una protelna da ee KDa en la& copas 

P-1, WP y alaladc• cllnicog. L• protefna fue la misma que 

reacciono con le• sueroa hu~anoa pueato que fue adsorbida 

completamente por al Ac monoclonal.· Cuando conjugaron al Ac 

monoclonal ccn fluoreacefna y lo probaron con la• do& cap••• 
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obst-r ... .,ron Uni'I tlnc:.16n uni.fur '''"en toda la supo.-.ftcio ccl1,.1lar 

i nc Ju yendo f 1 a gel os. El f:1c. monoc 1 anal no ree<cc: 1 ano con º-'- .'1!ur .. ~ "'-• 

T_,_vo¡1Qi.D.~.lL'l!. ni con L.bQ!!li.IlUi• Lo anterio.- &et'loollO 

que cJ opJlopc· dt· 1,~ .iiol~cul.• de 88 toa ft•l'.' ~&PC'CJflCoJ de 

G .. .lL'!l.hlti . .,. 1n:;t11vo ptL•seorite l'n los aJSl.Jdos c:lfnicos fr-osc:os. 

El olr"o report"' ft1"' diao l.ayJor- y w'enman (J29) quionos 

medi<llltt' JET cstudi.,ron el suoro de 16 p~lCtli'nteG con g1ard1a&.i'il 

activa• ~- de el l O!O con ll i po9oolmou;il obul 1 nemi a. En 51..tS rcsul l adoa 

encontraron que el A9 domin•ntt> reconocido por 11 de los 16 

sueros de pacientes y por 2 do Jo13 sueros testigos fue un.1 boJnda 

do proteir;,¡¡ de 31 l<:Oa Los ~utores mostr~ron un patrOn 

electroforético de proteln~s do superficie do trofozoltos WB 

donde el Pl'"incJpal componente r11dloiodinado fue una band.J de 31-

33 t:Da. 

2.2. JuatificactOn 

En la intrcducciOn de la presente tesis se han descrito 

alteraciones mc!'"felOQica& y funcion•lea de la mucosa inte&tinal 

a l• premencia de o. l•mblia. Asimimmo en le• 

•ntecedentea ae describen brevemente oatudiea que tl'"atan do 

encentrar- al mecanismo de r11ststencia • G. lamblia. Le• halla::gcs 

juatifican la bOmqueda de m6tedes de diagnostico que pvrm1ttn 

realizar estudies aptdomielOgtces. Eatca pcdrl an 

preveer dato• para entender la aparente aua&ncia de mo,..bilidad en 

Jndtvidues •aintomAticos. 
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Un 1110t-odo 111:.'ner.,,l 1: ado 11.ari\ detcct&1r ,¡il P"r/<'sS to, t_oJnto an 

el portador ,¡isintomAl1c:a i..:01110 en el pac:ionte c:an Clt.:1dra ai;iudo 

'DuQe•tlvo de ql;H'"dlasls, us r;il ,¡,on.\llf11s c:oprap•rasito•ct>plco 

<Cf'S), La efic: .. c:1.:i dE>I CPS depende dul ser-iildD d11 muo5tras, Sq 

reporte. que en individuos s1ntomAtic:oG, el CPS es positivo en 

7b ~de las vnc:as en la primera mu~stra, 111 qo ~con das muestr~s 

v el q1.b "l. con 3 ml1e!!.tr"as (qt,). Uo obstante hay autores que 

menc:tonan por"iodos de neQatividad en CPS por le meno& de 20 a 30 

dlas 17q) asi como en las primeras etapas de infección C23,47l. 

En el caso de lnaividucs con mantfeetacianee cltnicas aguda• es 

importante demostrar la pre5cncta del parAslto ya que no hay 

utntomae, ni 

sostener un 

&lntomataloQla 

di agnOst i co 

Cb9). AdemAs 

exclueivament• 

del CPS, el parllia'i to •• 

permlt•n 

en la 

detecta 

mediante la eMtracctOn y anAli•i• de fluido duodenal con •onda 

naso9Aetric~ o con EnterocApsula CBO> y en ca•D eMtremo con la 

biopsia yeyunal 1~91. Pero en ocasione• el paclenta puede ser 

objeto da pruebas de l•boratorto innacoaari•• incluyendo l• 

hasptt•li~acton C?O>. Debido ~ ella y a que álouna• de loa 

mOtodo& menctonadoa aon coGtosos y complic•dos, en los 6ltimos 

a~o• so h ... propuesto el uso de pruebas &erol09icas para 

determinar titules de Ac contra al parAaito, Eata opciOn ea ma• 

sencilla, 1• 

preaancia del parA•ito en pacientea con deficiencia• en la 

•b•orcion 

indirecta 

inte&tlnat. Asi medi •nte inmunofluoreacencia 

ClFl) o lnmunodifualOn radial <IDR), se han detuctado 



titulo& de 1110 .. lttb(J de IgG st:.>ric"' coutr.a qu1~ll:'$ d~ ¡¡;,_ 

l•Q¡blta en indlvidl•Os sintom:r.tico ... compa.r· .. dos con trtutos de 1110 

en indl\/'ldllos no lnfll!ct .. dos t1'5,82,84l. En al'los pastC"(iores se 

detectaron por lFI y ELISA, lllulos dE- Ac contru trofo;:oltos di:> 

11 lb a 112048 en 1ndividllOS Infectados comparados can titules de 

112 a 110 en lestlqos sanos (8'5-871. Olr<" «lterndtiva que 5e h.r. 

pr-opuesto, 1:'6 la deti:>cc1bn de Ag d~·l paro!l.sito .:on hi..c:t-'!l; por medio 

•• lo• mll-todos de contr<1lnmunooloctroforbs1s (90,91) e 

lnmunoenztm~tico (92,931, Las altornatl ..... as podrtan ser ótlles 

p.-.ra identificar lndJ"tduas asintom~ticos, Sln cmb .. rq;o PilrP 

obtenor res~•ltacJao¡¡ c:onfiablas se requiere 011 l;; prl.'"'·'J"' do? l..is 

•ltornativas;, !ilelecc:lon<f.I"" el Ag do:?! 1"~r-.\s1lo. Er1 loJ. segundJ. 

alternativa se requtc11· .. ú.~n,fls de selc:ccion.ar, pr eparol.r el Ag 

p;:•rt< obtener los Ac: que 'SE> us,\n on contr11.lnmunoelec:troforl!ai5 y 

.an:t.li&i& lnmunoen1'imbt1co de tipo "err,p.t\rcd•do". 

Con rospec:to il los 1ndtvidl•os con i;ilardlilsis <f.$int;omAtic:o&, 

,.e h.Ji moatr.ado qu¡¡ presentan tltuloc de Ac cont_r<J ~~tliA• 

comparables al d1t tos individ~•os con G!ntam.JS CB71. Lo c1.1.iol 

~uc;iioro que la dlforenc:li' enlr11 ;1nbo11 tipoe. d'"° infc;..cclOn no se 

deban a 1 .. concuntr .. clOn de Ac: sitricoa contra. el par:i.sttc. Se 

dosconoc:u sj Ja~ i ndi vi duo11 .asintomlt1 c:os tienen f\C contra 

determl nantes anti Qéni c:o~ cspect f l co'll de §..J_e.mtili_~. rC!'l "'e i onadog, 

con la protacciOn. En base a lo .anterior, §e plantearon los 

s19ulontea objetivos• 



2.3. Objetivos 

1.-Dcaarrcll•r un m&tcdOG do ELISA que permita optimt=ar la 

dotocctOn du anticuerpos contra Q.~...l~LU! en individuo• con 

ot•rdia•l• a9t come aelecctonar aquellos pueros con titulo• 

altos de anticuerpos en contra del parllsito. 

2,-IdentificaciOn de protofnaa de! §J..e.!!!l::i_l!_e. que son roeonoc:id11s. 

por ~nttcuerpo• presentes en lo• auero• •etecctunado• por 

inmunoelec:trotran•feroncta y radioinmuncprec:tpltaciOn 

3.-Determtnac:lOn de diferencia• en el reconocimiento de protelna9 

por suoroe de indtviduoa con otardtaats atntomlilt.tca y el 

obtenido de individuos astnlcm~tic:os 

CAPITULO 3. 11ATER1AL Y 1'1ETDDD9 

3.1. S.lecc16n d• Individuos Infectadoa y da Tasttoo• 

Las mue•tras de suero que se emplearon en este trab ... JO 

fueren obtenidas de b7 nlhos quienoa adidieron a consulta por 

dtf1;or·antea motivoa en el Ho'!iplt.al Infantil de Mlf,llic:o "Fedortc:o 

GOme:" s.s. y cuyoa resultados cllntco• fuoron positivos a 

Q.lamblta 

ro.;i.li;:adca. 

Los aueroa fueron divididos en dos oruposl El primer grupo 

denominado slntom)tic:a e9tuvo ccn1>tltuldo por 58 t1uoro11 do niho• 

quu proaentaron uno o mas do lo• siqulentea 1>1Qno• y •Sntom•sl 

c:uadros dtarrOtcaa o c:on•tipacibn en la• Oltim•• aeman•• previa• 

a 1• consulta , dolor eptQ•strtcc, tall• o peao dlamlnuldo• ) 

33 



,;anoraMt.;a. El otro Qrupo fui:> rlenomin~"'d'' r-s1ntom,.ttco y o~tuvo 

formado por 9 sLuu·os d11 r1if10~ q11<.• no prosentli'ron di.ch,;a 

sJntomatologJa. Aui•nismo fuu o:Jcloccion<1do un gr t•Pt:• dcno111inado 

tastJgo el cual quod6 1ntcuro•dt:.1 por 1:2 sucr·or. que ~roveonfdn do 

nJnos stn a11tocedcntes. cllrucoro dl:' ota.rdlar.ls, con 3 CFS 

nagativo& y aslntom~t1cas en lo q1.1e 5-C rofiore -.1 criterio 

de&crllo P•r.i ol grupo de sinlom.1licos. 

3.2. ObtenciOo da Trofozoltos de CUitivo A11Anico 

P.ara 1.i. obtenc16n de trofo::oltot., 
2 

se utili:~ro~ fra&cos da 

cultivo de SO cm fNLinc, Oanem;or k) , 1n1 cr 01;copl o de l u:: i nvert l d"' 

IDlympu11,Japdfl>, centrJfUQ.o\ refrigor.idoit <Sorvall RC-5, DuPont r.o. 

USA>, bal oitOZoit 1urmi<1na.l J t 1 ca IS.-irtori U!i 2442, Germany), un 

potenc16matro (lnternal Set, Sw1t::crlandl y tubos de polie&tireno 

ICorning co. USAI, Lo& trofo::ottos de R..._J_~ crecieron en 

cultivo a11•ntco on medio TVI-S-33 modificado C130). En la faae 

011pononctaJ da crecimiento, Jos frasco& do cultivo se sum¡;rrQieron 

en un bano de hielo co•c> durante 15 min para sep.,rar 105 

tr-ofozoJtos d& las paredes. Ens¡¡oquida liO concentraron .Por 

contrifugac16n en tubos do poliestirano de 30 ml de capacidad a 

2300 rpm durante 10 mtn y se descarto el &obrenodant~. El 

procedimiento &e repltlO tro6 veces adicionando en cada ocaatOn, 

40 mi de amorli'iluador fosfato-acilino <AFS> pH ?.4 p•r• 

rvsuapender tos trofo:oftos. Deapués de la Oltim• centrifuQaciOn 

loa trofo:oJtoa fueron suspendidos en ~ mi de AFS. 



:s.2.1. Cu.-nttftc.-c:lOn du Trafozalto& 

Pi'lra Ja determtnaci~n del nt."l.noro de trofo:ofto& aa to1naron 

0.5 1.JI de la sus:ponstOn lle troro:oltoa con L•nil pipeta de Thoma 

llntramedic, USl+l )'!>e lle,,,.:uon "'un voluman df!' 1.1 µl con ASF. 

Lll me:.cla &e homogoni:O por un minuto. 

primeras :5 gotólla y en una CAmaril da tlawba1.1ar· ll3right line, USA> 

su c:oJacO una oct.a P"'r" llon.-.r lB C.11.mara por porfusiOn. So 

contaren Jaa célula.a en luii 4 cuadrantes por n1edio del 

mlcrc•coplo de Ju: directa en objetivo 40K CCarl Zat::, Germany). 

El nOmcra do trofo:ol toa multtpl !cado por el factor 50 de l .;i. 

pipeta de Thoma, dlO como resultado el nOmaro do trofo:oltoa/nom 

cuadrado, que multiplicado por 1000 fue toual al nOmero do 

trofozoJtos /ml de solucibn. 

3.2.2. Obt•nclOn da AntJoano Solubla 

Para la obtenclOn de Ag aoluble. fueron 

aproKimadamente 200 millonea de trofo:olto• reauapendido• en AFS, 

los cualeg fueron colocado& ~n bano de hielo y §Ometldo• a lóO 

amplit1.1dea on un Ap.arato du Ultraaonido <Lab-lino lnc, USA> 

durante bO aeg con 3 min d& descanso. El proceso wv repitlO 3 

veces. Se verifico el fraccionamiento de las c~lulas, ae 

cantrifugO la suspensiOn a B,000 rpm.en une centrifuga Sorvall 

CRC-~ DuPont Ce, USA) y se recupero la fase •oluble par• 

cuantificar protulna'° de ac:uordc •l mttodo d• Lcwry y Col. 1131>. 



3.3. DbtenciOn de Anticuerpo& contra G.IafDblia en Conejos para 

D•aarrolJar un AnAliat• lnl'IUnoonzt~Attco 

Para la obloncJt.n de ~w~ros .. nti-~i'.~ se l1t1lt:::.;iron ::! 

Esto~ anim.l]Us 

fueron tnoc:uloados 4 vr.c:as por "'"~ si:l1bc:4tanee< en dif&rente& 

aittos, emple•ndo l1na omul~IOn .:.anti9én1co1 dP tr-ofo:oltos dll> 1.i 

cepo1 P··J de fu_UmQJ.1.a, L .. emulsiOn c.r1tigén1co1 110 prep.:lr6 

ompJo.,ndo un voJOmen con 5úV µq de prototn~ soluble do 

trofo:or tos me:clc<dos con do 

Inicialmente se Jnoculó!iron los conejos con adyuvante completo de 

Freund (Sigma, 

incomploto y on la t'llttma. 11010 la sotuci6n antloénic:a, El 

ouquema de inmunJ::acJOn comprendlO un periodo de 4 o;;omanaa con 

intervalos semanal es. Los anlmaJea descan~arcn m•• y 

poaturiormente .. uno de olios so lo repitiO ~I ol procodlmiento. 

El tJ tul O hL•mar;ilutinante dol suvro flU! de 11 IOC:4 paira ol 

primer conejo y de l1Jb384 para el segundo. 

3.3.1. Adearc10n d• Anticuerpos de Suero du Coneja Inoculado con 

a. lapblJa 

Par'"' la adsor·ciOn de <Jllticuerpos séricos de conejo 

inoculado con ~'21.l.!!. se empleo i mi t;fel &uero dilutdo !rtO y 

s• le adiciono 100 millonea de trofozoftos !IUspendtdoa en ml do 

AFS pH 7.2. L.a me::cla se incubo• 37•C/hr, Su centrifugo a 81)00 

rpm/10 mini 4•C <Sorvall RC-5. DuPont, USAJ y el aobrona.dantu ae 

filtro en membrana millipore 0,22 ~m (Mtllipore Co.USAJ, 
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3.4'. De~arrolto de un EL19A con Discos de Papel en Hlcroplaca 

Par• reali;:ar· L>l or-tmcr objetivo del presente trabajo, se 

dc• ... rrol\O un oJnll.li1>1s inm~inoen;:imAtJ.co con dt'!!coo;¡ de p.Llpel. Par" 

olio, se emplearon sueros de conDJOS inculados con q~--1.J..A, 

5ucros adsorbidos con antlgeno. sueros normal~s y Bnt1suero• 

CDOJUQado¡¡ a piiro::idasOI, Todas la• prut:>bas !10 Dfectuaron en 

mi cropl aca.• de poi i eGt i reno dt:> qb po::os t Nunc, Oanemark l eri dond11 

fueron colocado& disco• de pa.pel sonsibili:ados con proteln• 

soluble de trofo;:oltoa de ~.__lamblia. Cada pruebd llevb como 

te•tiqo AFS para descartar adsorclone• inespeclficas o reacciones 

Indeseables. Cada valor de Den~idad Opttca (00) r&Qi9tr.!ldo, fue 

&l promedio por lo 1T1anos de triplii;::o.dos y ccadi' ensoayo "º realt::b 

varia• vocea hast,;i, que fuE." convincente su reproductibilidad, 

Asimismo se probb la especificidad del m~todo. 

Sen•ibillzacion de Discos d• Papel para el Anali•i• 

ln1M1noanzl•atlco • 

Para el desar~ollo dPl anAliai• tnmuno~n:lmAttco •• 
utili:aron como fa11111 i!Olid•• disco• do papel filt-.ro do 7 mm de 

dlAmetro <Schiecher and Schuell No.~q7, ~FAl a. lo• que •e lea 

.acoplO protelna 6oluble de trofo:r.otto• de tL......J._~, de C11cuerdo 

con el procadimianto descrito por Acoata y Col, tS32). Parca ello 

fue lncubodo un gramo de disco• de papel con Na.OH 3 N. 

postoriormente fueron 1.;i.vados con agua y resu•pendldos en 

.amortiQUador de carbonato• 0.1 H pH q,b Luego se lea a.dtctonb 
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ElrCtl disu!i'llo en .;accton1tr llo Ct1r.rcl: lni;;. llSAl c'n ral..,cibn lt 1 

Cp/v) y ue incubaron con '30 ml de un• solur.1 On de prototna do fi._ 

~ co.~ mg/mlJ dl~uuJtc. ll'n ,;omurtlqL1 .. dor de bo1·citos bor.itos 

2'5 111H. Dcspubs de 1ncub.:01 '"' •lºC dur¡¡intc todo,) J,, noche, los 

disco<a fuc/on s\1spendidos en soluctOn dt' qllcina 5 n1l1 <Siom~• Ca. 

USA) y en amortiguador T1·is 0.•'.'15 H pH B.o con all.Jlmin<.1 st>rlca 

bovina tO,J mQ I mll. Pcw ólt1.uo 1011 dii;cos fL•~ron llof1l1:!udoG 

CLabconc:o 44~1F, USA> y consarv<Jdus a 4•C ha~t.;i su uno, 

3.~.2. TitulaclOn de Antl-lnmunoglobulina~ Conjugada5 a PeroMidas• 

Para la litulaciOn de conJugC1do~ antl-lgG ht1mana-pero11ldas<11 

tCappel Ca. UGAl a Protnlna n-puro>1idat1.« <Polysctunces, lnc. USA> 

su colocaron 100 pi d& <omortlguador deo cltrci.ta-fosfatos 0.1 M pH 

~.o a c"'d" po;:o da una n1lcroplaca de poliei.tlreno de fondo plano 

<Uunc, Danumarl:l, o:cceptuando 1 a primura l lneOll hori;:ont .. 1 donde 

¡¡o c:ol oc.aron ':(•O µl de 1 a sol uc: i On de c:onju1;u1.do <lnt l - I1¡1-

pero1: l d11i9'a. con dlluc10n tnlc:i""I de lt100, lueQo se hicieron 

dilucione9 sucesiv"'e en sentido verttc011l tom.,,ndo 100 µJ de cada 

po;:o y homogeni:ando en el sii;;i~'ionte <11 poi\rtir l."!e los po:as de la 

primera llneB horl;:ont<11l. Posteriormente se •oreQ•ron ~O µl de 

soluciOn de sustrato de la. pero11idasa lver apltndlce> o cedo po;:o 

y se incubo duranto 30 minutos a 37°C. Al final la. reacclbn se 

inhibiO modiente la a.diciOn de 25 µJ de Acido •UlfOrico 2.~ N 

(Beckman,USA> y se reolstrO 1• DO en un lector ~· E~lSA lBehrtng, 

Garmany> con filtro de 4qo nm, El criterio fue utlli:ar en lo• 

ensayos la dlluciOn m•s baJ• con una absorbanci• cercan• • 1.0 
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3.~. SeparaciOn de Prctolnaa ScJuble& de Piardta l_il.1!1tllJ_4. par 

ElectrDfar••l• en Gele& de Poliacrilamida con Dodectl 

Sulfato de Sodio 

La pruparac:iOn du gPIP.• de poliacrila1nida so rea.lt:O de 

aic:uerdo al m&todo de Laemmlt <1331, Se ut.ili:;1rcn plac:aie; de 

vidrio de :20 H 1b cm y 20 \< 1q cm. sopilradorev. de plae;tic:c de 1.5 

mm de e-.pa•or, c:i.mara de luctta p,¡r,ra clcctro-for~al• verttc ... 1 

<eethesda Res Lab, lnc. USA> y una "-fuer.ce de podar" llsco 4q:::;, 

Ce. USAI. Para la -fcrmaciOn d~l gel, $0 limpiaron la.a pl~cas de 

vidrie y loa •eparadcre• con qa•• pr9viamento sumergida on 

alcohol. Se colocaren le• e;epilradcres entre la9 placas da vidrio, 

enoraaando con peca vaselina. Se sujetaron con ptn:as mat:i.1tcas, 

se nivelaron y se probaren p•r• impedir -fugas. Al hacer la me:cla 

del gel separador <ver apendical ae agitO y •• coloco 

cuidadosamente entre los vidrios e lnmedlataimento •• adicionaron 

2 1111 de i&cpropanol <Beckman, USA> para r>vitar qua al pollmori:ar 

5e forme al menisco. La pollmorl:•clbn de oel concluyo a las 30 

minutos. Al t•rmino de olla ea ratirO al iaopropan~l y ee enjuaoo 

varia• vccea con agua destilada para ellminAr ro&iduo5. Se 

colocaron entra las placas de vidrio 9eparadorea de plAstlco para 

m~rcar loa carriles vertlcale& de corrid• a una di•tancla da 1 cm 

del oel &aparador. Los &aparadoras se limpiaron previamente con 

Qaaa alcoholi:ada. Enseouida &e preparo el oal concentrador <ver 

ap&ndlce>, se homogont:O la ma:cl• y •• aplic.6 entre l•• placas 

de vldrlo ~asta lleQair al borde da la placa mas corta. La 
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pollm&ri:ac1bn se rL~.tli:O .:i los 3•) 1111n. Lu('qo st. .. r·ctit"u·on lo~ 

espac.ladore& par.;a carrlle'i: y el E;Sp;.c::Jador' hori:ontal infl?rior· 1 

deJi<ndo solo los o~f•<1CIOH1Clt"C•s "L·rtlc.:>les:. El gel cc.nlen1d~ ._ .. ntre 

laE dos pl•cas h1l.• colocado e11 un" c:>maril p.-.1-it cfi:oct.t.o,., t., 
elcctroforfU;1~ en for·1t1<' "orltcc-1. So 1_1l1lt:~ron pin:'!'as par.-. 

Sll j~tar' 1 as placas a la ca.m&>r .i 'I se pr· obO con agu.:i dl.'~l 1 1 cid a p.-.r.:a 

cor1·eQir J.ios fug .. s de liquida. t.-. cflmar .. llC llcr,c. co11 1 litro de 

amor-tJQUador PC<r• eluctrofor~st~ t.anto 1:'11 la Cavid.:id oi'Obdicca como 

un lit catOdica. T .. mhil!n Ge cllmin..,,ron las bLwbuJ.o.s do aire que 

qucdar·on alroilpadas i;>n el gel en Sll borde infurior. 

3.3.1. Prep•r•clOn de Gelaa •n Gradiente Continuo 

Para la -formciciOn de gt.>les en r;iradiente continuo •e 1.•tilt:6 

una bomba purlst.\lt1c.:1 (S.,u,Jo 375 A lns, USAI un m.:1o;inelo p&"queno y 

una cll.1nara form11dora de gradiente conlinuo. En ta salida d& dicha 

c:Am"ra se conecto a un c.:1pilar fleKible, t>v;te .:1 la bomba 

peri'lltAltlca y l0t &~llido. .. l0ts pl0tca• do soporto p.,.,-., ol 9ul. Se 

propar~r'On la& soluclonoA aJ 5 y cal 15 % lvor ~p~ndl~e) y se 

depositaron en lea do!J r·eclpiente11 da la c.\mar1• fo1n. .. dora de 

gr.adianto continuo. L¡¡ d11 mayor conc:entraciOn 'lle.> coloco en el 

recipiente dml outrcmo de v;alld& con un magneto i:•n agitac:illn 

constante. Luego «rnbos roc:lpJcnte• de la c:Arr1.:1ra &a canec:t¡¡oron· 

entro mi, p0tra pormJ.t11· l.! me:cl0t pruvla a lci 6alld.;o. El flujo da 

salida en let bomboil P1E:w1st:i1t1c.,. fLte pr·oqrei;;lvo tia&ta que lloQ.:or a 

750 mi /hora, Se tuvo cuidado en evttar la formilciCin de burbuja& 
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di? 31re. Cuat1do ol geol e&pdc1.ntor lleqO .:i una ~111.ur.,. dt> 1 t.:; cm 

su 1nlurrumptb el !le11ado y se .:idlclon6 1 mi de itic.iprop.:>nol 

Jmpodlr ld form.t1cJOn dr:ol men1~.co, l.<1 gelJflC<i'ci6n fue.• do 2 horas. 

Al ttrmi no de ei>tc 1 "'pso Si:' rnl J t· ó el i sopropanol, &P rnju.o.gO con 

aqu• destJlad• y con amortiquadar de oloclroforé&J5, Ense9L•lda Be 

coloco un s~p~r~dcr con c .. rriles y se apllc6 el gel concentrador 

on 111 form.l doscrit.i on 1 .. soccJOn antl-'rior. 

3.:S.2. Preparaclbn d• Antlgeno con Detergente• 

Para la proparaciOn do anttoeno soluble on presenci<i' do 

se empl oe1ron lrofo:oJ tos, los cu.iles fueron deterqenteli 1 

ro11uspendi dos en mi d11 .imorttguador lris-Inhtbldoras de 

<MSE, 

USAl por 3 veces a 1~ micrones/ 1~ seg/ o•c con tnterYalu11 do 

30 seq de descanso. Con ol objeto de 11olubili:ar membranas se 

agrego Tri len X-100 hasta una concentrac16n final da O,S o 

Do110Mlcolato do- Scdto li1111ta. una concentraclon final da 2 ~~ y ge 

repJtiO el procedimiento de '!ilonice1ci6n. Se cuntrlfL1\10 el 1nateri.JI 

solubili~ddo il 12 0 000 rpm/ J:i m1n/ 4"C en ct1nlr-lfug .. , cllnic• 

<D..,mcn/JEC. Div. USAI y su -soparO el 6CbrPnad.:inte- que fLl\J 

conserva.de en ccngalaclOn .::• -.:;;>0°C. Lo'ls ~1roteln_..11 t;Olublet; con 

deteroente 1n1 cuantiflc:aron de acuerd.;i ill mlttodo do Lo'"4ry 

modificado por Dulley <134>. En P-1 procedimiento I•• muestras s& 

diluyeron 1150. 11100 y ts::ZOO o 11250 con agu• bideutllada. 



3.5.3. Elactrofor&sta de Protelna Soluble 

ParoJ el ""n6lit>i• ulcctroforl!tt<::o del pntfgano se utill:h un 

volumen de Ja soluclbn final do.J"l<::riti< en 1., 1&ecci6n a.nterior. la 

cual contenla ~ mg de proteln~ ~otuble de trofo:oftos sonicados 

con detergente y so 1~ dQregO igual volumen de amortiQuador do 

muostra 2:i lver ap&ndlc:o). Por- otro lado, tos marcadoras de b.a.jo 

pa•o molecular (Pharmacla, USA) fueron suspcndidou en AFS pH 7.2. 

El homogcni:ado y la soluctOn de marcadores de bajo peso 

molecular so sou.1rti"ron a ebuJltciOn en baNo de ai;iu•. por 5 mtn. 

EnseQUlda, se los adlLionO ~eta-marcaptoetanol CBlo-Rad, USA) 

hasta una concentrac:iOn ftn~l de S ~~ y se 11c1111ctieron a obulli<::iOn 

en baNo de aguoJ durante 1 mtn. Pouteriormente, ambas muestra• 

fueron colocadas en carriles del gell el Ag sé coloco en el 

carril formado por un "polne clugo" de 13 cm y la soluctOn <::en 

marcadores de peso molecul ... r en un c""rril de 0.8 cm, Fi nalment• 

&D conecta.ron lo& electrodo• a 1~ fuento de podar CI&co 4q3 Co. 

USA>, dando un• salida do 100 voltio• ha.eta que entrb ta proteln• 

a 1 cm del Qel concentrador. L.., electroforl!r&i& se mantuvo e. un 

voltaje constante de 40 h""•t• que la protelna llego a 0.5 cm del 

borda inferior, 



3.~.4. Ttnctbn del Gel de Poltacrtlamtd~ 

Pari'll Ja t1nc10n del gol de poliacrtlamtd<l ~o 11t1lt=.aron J~"\li 

soluciones o:ut de Coom.a.sote <SlQnia, r.o. USA> al 0.1 :: y la 

•oluciOn pe1ra dL"~lel'flr geles C·.-vr .lpóndicel, f\l fln.,.li=••r la 

el ec troforés i 5, el QOI do poi i acr l 1 ~ur.1 dil se •col oc O on sol L•C i On de 

her... El ei:ceso do col or<tnte s11 pudo 

remover con vario& cambios de soluclOn pe1r<> do1i;tel'lir gole15 hasta 

que se manlfeataron las bandas do protelna». 

Para r11alt:ar lo'!. electrotran&ferencia do protelndl5, se 

tJmpluO el mótodo descrito por Towbin y Col. CJ35l. Paru c:llo se 

coloco la solL•CiOn de prot!:"ln.:iu fvur !ic.>CclOn 3.5.2. 1 on PI carril 

formado por un "peine ctec;io" d1r 13 cm en un .. , do 

poliacriJamid.a. Luego de la electrofor~1Si• (vC'I'" la &occiOn 

aintertor> su cortaron 2 tira& d1tl Q&l di<- t.5 cm de ilnChoJ una con 

lo'I marcadores de peso molecular CFharm<1cii1 Inc. USA) y atril con 

la dt•trtbuctOn de protalnas. L~s liras &9 tintaron 

comprobilr Ja reproductlbilidad del ena¡iyo. Simultaneam&nte el Qel 

no tenido fue colocado en ~mortiguador psr~ transferencia Cver 

aptndice) con levo agitaciOn duranto una hors y con un cambio a 

10'1 30 minutos. PosterJormente en una placa para tranferenci•, se 

colocb vl oel. cnacc;iuid• el papel de nitrocelulosa d~ poro 0.4S 

um CBA-B~, Schleichor and SchualJ, Gern1.any> y arnbo• ae 

protegieron e~ternamente con papel Whatman 3 MH y fibra IScotch 



Brite). Todo 01>la Ge sujeto a lo'.' pl"'r:a par"' clectrotr·an!iforenct ... 

Se cutdO que 1~ emiaraciOn de protolna$ hacia !;:"\ c~todo est1..1viera 

hacia el p.ipel de nltrocelulo'!la. L;o plil'c .. con el gel se coloco 

dentro de una c:On1ara <fiio-í><.•d. Modol Proto .. <11 16CM. USAl <1 t .. c:~•.:il 

BO' <lno<diO amortii;iuadcll" piH"éo electrclrano¡¡ff!r,enc:ta, SE' conr.c:t.;.ron 

len el~clrcdo5 a )il fuente dE' pcdE>r IBio ·Rad, Modol 25(11:;:,5, tJS('¡) 

y se <1pllcO una corriente el~ctrica de 7•) voltios/ lb hara&/4°C, 

3.6.J. TlnclOn del Papal d~ Nitrocaluloaa 

nltroc:O'lulosa, éste fue leNldo, utili:anda dos técnicaa1 

l~cnicil empleando Hegro do A::ul de tlaftol .-Se cortaron doa tircis 

da papel de ni t rccol uJ 0!5a de 5 mm de anchoJ l1na con 1 os 

marcadores de poso molocular y otra con la dif;tribucibn 

de pr·ote!nas, L.u1 tlr"'s '!IO liNleron can 5 ml de '"' solucibn de 

Neoro de Amldo al 0.1 ro Cvor ap~ndicol con ligera agitactbn. 

Cuando 1 as bandas fueron ovl dente• < aproai mcidam'ente :5 mi nl &e 

romovlO el aac:eso de c:alorante c:cn Bo1uciOn de met•nol 5 Z 

licido •célico 10 :: en agua deti.tilclda dure.nte 1~ rnin on agltaciOn. 

Daapu&& de eec:ilr las tiras a temperatura ambiente !le c:omp.:irO con 

al perfil a1ec:trofcrético de l~s tiraa del gol con el propOslto 

da evaluar la transferencia. 

Técnica amptaando Tinta India.- Se cortaron do• tlrd• do papel de 

nitroc:atulosa en la forma descrita y so l"'varon con 100 ml da 

de AFS-Twoen 20 al O.OS ~ durante 20 mln con un cambio • lo• 10 



mln. So •grogaron JOO ~1 d~ tint~ India a 100 ml de amortigu•dor 

nuevo y •• incubo .., temperatura ambienta hasta que fueron 

evidentes las bandas da protelna, Luego GO cnjuaoaron la11 tiras 

con AFS-Tween 20 al 0.05 ~. y po!literJormonte con .:HJlla d~ grifo, 

Por Oltlmo. las tira5 se Lecaron "' temperatura Dmbiente. 

3.6,2. Da•arrollo da la In•unoqlectrotransferencia 

P•ra probar la react1vidad del papel de nitrocelulosa con 

suero• humanos, ~"'' empla•ron soluciona• dE"scritas en el apéndlc•. 

Una ve: reall:ada la electrotransferencia se cortaron tira• de 4 

mm da ancho del papel de nitrocelulosa y su colocaron en tubos de 

tapOn do rcaca (PlreH) donde !lie aoreoO la solución diluyente de 

mue .. tra y el suero humano o AFS como taatl.;¡o del .prcc:o110 Cte11tlgo 

de ccnJuoado> probando a diferentes diluciones desde 1•25 h•sta 

11500. Las tiras 110 incubaron ~ 37ºC durante 3 horas con 

aQJtaclOn lloer• en un aparato •Qitador con pl~taforma <Ballco, 

Blctachnol USA), PostarJormenta la• tlr"á so anjuaoaron 3 vac•• 

durante 15 min cada ve%, con 2.S mi de ASF-Triton ~-100 •l 1 X en 

aoltaci~n constanta. Se reali:6 una seound• incubac:IOn con 1 ml 

da ccnjuQ•do anti-Inmunoglobulinas humanas-par-oxida•• 111000 en 

AFS-suero bovino al 10 h y •• coloco en agitaciOn a 37ºC durante 

3 horas, Nu~vamante la• tira• so enjuagaron en la forma descrita 

y 11e incubaron con 2 mi de eoluciOn reveladora de Naftol 611. 

Cuando sa dotectaron l•• bandas da reacción, las tira• •e 

enjuagaron abundantemente con agua destilada dur•nta 2 mln y ae 

secaron a temperatura ambianta. 



RadiolnmunoprecipltaclOn de AntlQono de DJ•rdia ll'll!b.1..i.t. 

con sueros Humanos 

Marcaje Radioactivo de Protelnas do Membrana de 

TrofozoJtos 

F'ara la r-adJoiodin;1cJ.On di:' proteJn~'& di:' supc-r fjc10 so 

stquiO el mbtodo desc:rtto por Horrison \. Elo.\ysc.- <136). Daspu~s do 

concentrar trofo:oltos de !21..~l~mP-1l"-• eGto& se rl•i>uspcndicron ., 

di l ucl On l 110fJ0 en AFS pH 7.4 ' se contaron en una C~mdra do 

Nawbauor. Por cada "º mi 11 on11oa; de trofo:oJ tos •• uti ti :aron 
1:?5 

0.5 mCi de ... 1 nc.outr.11ti:&1do, So coi\lculO el voJuinan que •• 
adiciona de acuerdo • l• tabla de dec•imiento do l• eml'lliOn gama, 

En un tubo de vidrio tratólldO con mn~clll crOmic:a por 24 
125 

horas y nstorili:ado, so c:oloc:O un volumen de tia 

lln volumen 19u111 da AFS 2>1-HCI 0.1 N, 2.7 li 10 

I. se olgregO -· H de 1<1 0 

100 ug/ml de Lactoperoi:id..,.&a y AFS para llevar el volumen a 1 1n1. 

Posteriormente so agrogaron Jos trofozoltos,· ue agito 

suapenalOn CE!lular y Ge hicieron do¡¡ eidic:tonos do :zs "'1 d1r 

perOi:ldo de HldrOgeno .oal 0.03 ~ con un intervalo de 2.s mlnuto1;, 

Doepulis de la Olti1na ,¡idiciOn de perOicido de HidrOgeno. la mc:cl• 

so somotiO a centri.fuoaci~>n un mlni1no do 4 vece9 adicionando 10 

ml d& AFS lic-KI 0.1 H y retirando el fiObrenadanto cada ve:. En 

todas lae fasva del procedimiento so c:cnfirm6 la radioomi&iOn con 

' un contador Gel9er <Modeol Pu1;1 1, TechnJcal As•ociated, USA> tilinte 

del paquete celular como del &obrenadante. El paquete celular SQ 

resuspendiO en 1 ml do amortiou•dor Trim-lnhibldore& de proteaaas 
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y se procedtO a do1untct;1rar las ct-lut..ls en la forma. dpscrttCI' en 

la secctOn 3.5.2. salvo que !:le u5..,,ron como protecciOn, cilindros 

de plomo durante el manejo de la ml1estra. Finalmonte, antes da 

conscrv"r el Ar¡¡ a -2CiºC se se>p~rO una al icuota de 5 JJ.1 para 

ror¡¡tetrar la tncorporaciOn de lodo en .C:PH en un contildor CPC11cl~ard 

125 
Autogamma Scinttllation Spectromater ~2301 en el canal J. 

3.7.2. Prectpitacton du Anticuerpo& 6brtcoa con Protaln• 

Radtotodlnada 

Para l• precipttaciOn da Ac contenidos en el suero de 

tndtvtduou con r¡¡tardiaste y protelna radiotodinad• se ompleO eJ 

método de Protetna A-Sefarosa. Las soluciones utili:ed•B se 

describen en el Cl'pAndice. El prccodlmiento se realtzO de 1• 

ulgutente maneral En tubos ailtcont:ados con solucJOn de Proatl 

29 al % en ar¡¡ua, se colocaron de B0,000 • 100,000 CPH de 

protelna radioactiva con JO ~1 de suero humano o AFS que se uso 

como tuatiQo del aneayo y se incubaron a~4•C durante toda la 

noche en •ottacibn constante. Posteriormente ee aoreoaron 25 ~1 

da Protclna A-Sefaroaa CL-49 <Pharmacta Inc. USAI al 50 ~ en 

NETT-ASF al b r. a cada tubo y so incubaron a 4•C / qo min. Se 

aomattaron a contrtfugacibn por 3 vece• a 2500 rpm I JO mtn • 4ºC 

resuapendtendo loe copreclpttados cada vez con 3 mi do NETT-ASF 

al 1 %, NETT-N•Cl 0.5 H y NETT 1x, retirando al gobranadante 

con pipeta Pasteur. Enseoutda ae transfirieron loa copractpitadaa 

a tuboa appendorf <Brinkman Co. USAl da 2.5 ml de capacidad para 



cllntrifuQar a 1~.000 rpm I 5 min, SI? retiro ul sobron .. d~nte y "'º 
adicionaron a Jos prectp1t~'\dos ::5 J.11 rlr. a<nor-tl<;iu.•dor di l11ye11te d .. • 

muo$tr;. :Zx sin Pironina "Y" pero c.on 5 J.11 da n~ul de [;r·nmo~cnol 

O, l 'Z en Qlic .... rol al bO ;.',, Flni'lmente st~ procodiO ·" la 

olectrofort>s1s do protelnas dei>r.• 1 t,:i en la soccibn 3.5. 

utlll:ando QeJeg de pol1acrilamidd en qrad1ente 5-15 %. El enuayo 

se efectuO con lo!i -.i9id ente9. ti:>sti9os; SLlero hl-•mano negati ve 

a l;L--..lAm!Ull descr 1 to en 1 a secc i On 3. l .¡ éO, 00•) CFM de AQ 

1-adtomarcado &ih ••• como 

marc;;idoros dll peao mol ocular IPharmacJ.,¡,, Inc, USA). 

3.7.3. Revelado por Auto-Radin~rafla 

Una oel do 

poliacrilamtda en oradiento continuo ~-15 % , !!.~ procediO a tentr 

el Qel durante una hora en soluciOn do A%ul de Coomas~io al ~.l ~ 

y ol o~ce•o de colorante se removiO con 3 cambio• do soluciOn d& 

tsopropanol 2!5 7.-acético 7 ~~. Se enjuaQO 3 veces con .JQl•• dur-.nte 

30 min cada ve~. Lue90 se colee.O en soluciOn d~ Salicil~to de 

Sodio lM pH b por 30 minuto•. Se oqut 1 ibrO con GoluciOn de 

metsnol 30 'Z-9llcerol 3 % durante 40 minuto~. Por- Oltimo sa 

somatlO ~ dashldr-ataciOn &Obre pspel filtro Wh•tman 3 MM en una 

C~mar-a Secador-a de 9eles <Bio-Rad. Hodel 224. USA> a 60•c con 

vaclo para e"traor- al vapor. Dicho proceso se r-eali:O en ~O 

minuto• y el gal deshidratado fue eMpuesto • un• pantalla de 

Cloruro de Tungsteno, cubierto con una pollcula <Kodak XO-HAT ARl 

a -70'C durante una o dos semanas dependiendo de ls emialOn, 

•• 



CAPITLA...D 4. RESLA...TADOS 

4.1. An~lt•l• de Datos de Individuos Infectados y da Teatigcs 

En el e1nAl1s1s clJnJco de loa 67 111noa portadores de 

qui&tee de g. Jamblia se ancuntrO que q de ellos no presentaron 

sJntoma& referentee al crtte1-1c descrito en la so-cciOn 3.1. los 

cuales fueren clasificados como ••intcm~ticoa. 

El ~J Z da lo& niños infectados fueren del seHo masculino y 

al 47 Z del femenino y sus edades fluctuaron desde un mea hasta 

12 •t'loa eHcepto uno de 14 a~csl la media oatAndar fue de ~ ~~oa ! 

3. Lil dtstrib11c10n porcentual por edada11 "ª re<l.li::O atguiendo ol 

crtterto d& l•ctantvs de 1 mes .,. 2 ~ñca, pr-eesccl.;i.r-e!i de 2 &1ño& 1 

mas a b ai\'cs y escclar-ea, niñee. maycre• de b afro,& de eda.d. Esta 

dlstribucJOn mostrO que el 40 Z fueron e&cclarea. •l 43 ".(. 

y el 17 Z lactantes. El 42 Z de esto• nlf'rc• 

procadlar-on del Estado de NéKJco, el 37 Z del Dtstr-lto Federal, 

el b Z de Guerrerc1 el 4 'l. do PuobJ~ y-al Jl % de TlaKcala, 

Hid.at90, Horetos, O.axaca, J'""lisco y Verilc:ru:. 

En el Qrupo de nit'los con 10lntoma11 preva.lecter-on dolor 

abdominal, diarrea y a.ncra11ta. El 48 7. prlitsentO 1¡1Jordi"'ai& 

crOnica, tcmando como criterio mas da 3 mesas con sintomatoloQla. 

En ol grupc t.lf•tlQo, lil dintribucibn porcentual por edades 

mostrO que el 20 % fueron niñea eaccl.area, 40 ': presn1col•r-et1 y al 

40 Z lactantea. 

•• 



4.2. Cuantlficaclbn d1t Pr-otelnali Solubleta de Trofazuttos. 

Par-a la cuant1flc<•CiOn de pr-olcfnato soh•bler. de Q._.Jª-'fil;!_Llt 

we aplicO al pr-oc-=-dim1ento dc&cr1t.o por Lo .. wy y Col. CJ:t:tl y r.c• 

utlli:;:b albómlna st?rlc~ bovln<1 (ASBI como n1arco do refl;'rcnci.i. 

Por c~da 200 millones de trofoiolto~ sometidos a fracclon~miento 

y centrifugaclbn, so obtuvo en promedio 10 mg de prolulna. 

~.3. EatandarizaciOn del ELIBA en Papel. 

Un m&todo de EllSA du tipo lndiructo, f1.1e estandari:::ado y 

con&iutlO en colocar un disco de papel 11Hi•1n>ibilt:ado en cada po:o 

de una microplaca de pollostireno CNunc, Danemarlc> y adlcionilr 

low reactivo• biol6~1cos requeridos para d1ttectar la ruacclbn 

dntlgeno-anttcuorpc. Loa dilucioneD 6ptlmdB de los roactivos 

fueron det~rmln•d•s por titulac16n individual de cada reactivo da 

acuerdo a lo descrito en la seccibn 3.4.2. Las lncubacioneu so 

llevaron a C•bo a 37•c1 30 min y .:iii?spués de cada incubaci6n, loa 

di11cot1 fu&ron somotidoli e vece11 a enjuagues con 200 .ul de AFS­

Tweon 20 al 0.05 %. En la prtmerA lncubaci6n se colocaron 200 ~1 

de AFS pH 7.4 con •lbOmina aértco. bovina CASE!) al b ~: o liUero 

fetal bovino <Glbco, Co. USAl • la misma concontr•ciOn, un disco 

de p•pel 11enaibili:ado con protelna soluble do G. lambli4 y suero 

de conejo a una dlluclOn fin~l da 11~60. Como teetioo• del 

proceso so emplearon lnlii dlacoi;; do P•P&I, el suero fetal bovino y 

AFS on susti tuciOn dol suero da conejo. En l• soound• lncubacibn 

'º 
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Fi9ur• 3. E•pecificidad de an•ava• inmunoenzlm~ticc• empleando 
•uaro• diluJdo• 11260 de conejo• normal•• <SN) e inoculado• con 
o. tambiia <SI>. Cada columna repre•anta la madi• y la dasviaciOn 
astandar de ensayo• por octuplicado. 



eo .ildictcnaron :?fJO ..,1 de t.C1ll.1Ci6n di;o Frotcln,¡o. fl c:onJllgad;i. a 

percicida11a diluida 11'2(100 CPoly5c:lencee, lnc:. USAJ, En lB t'iltiorhl 

lncubaclbn ~o ""grt-garon :200 A.11 de so1ucl611 do ~'-1t>lrato prep.:1rc"da 

en 11>mort1guador de c:itr<1lo-foi::f,,.to µH '3 lvllr apéndice) 

t&rmino de C>•t•' E.e tnhibib la rcaccibn ~dtcionando 50 ¡.il de 

Acido 5ulfCwlc:o ~l 2.5 N <Eiec:l1man. USAJ. A continllac:lbn fuoron 

trantr.fcrido'ii 100 )-11 del E.obrr.n<'d<•nte .. otra m1c:r·oplac:a limpio11 y 

•eca, El color des¡i.rro11.:i.do fl.m medido en un loctor de ELISA 

(B<ihrin~ Inst. Ger111an)'l con flltro de 490 nm. 

4.3.J, Pruebas de Especificidad 

Pd.r¡i. probar }¡\ especlftcidaod del OJ.nbli•iG inniunocn::lml!.tlco 

•o utlli::aron 9ueros de conejos normales y de conejos Inoculados 

con Gtacdla .1J.\m21.i.J!.· De ta ... prueban de especificidad solo •e 

emploaron lan ql1e a cont.inut!>.c:lbn &e de&cribcnl 

En la figura 3 se mueet.ran len resl1ltaodos !.le ~ sueros de 

conejos inoculado• con@.· l11mtilt1.1. (5JI Jos cuale& dieroh v11lores 

promedio du O.:i13, 0.725 y 1.054 du ab5orbcncl,.. Loa sueros 

nor111alaa de c:ont'JO <St~l tuvieron 00 de 0.112 y O.OQ:> y sus. 

desvi..,cionee ost~nd~o.r COEJ fueron m12nores. ¿¡ o.O•l, En lo1 .ft9ura 4 

se muestran lc"1 resultados da lo adsorcitin de uno do lo& ~uero• 

<Sl-2) con 2 mCJ de protirlru1 o;oluble dGol p<J.r.!iosoito de acuerdo a 

lo do•critc en la seccltin 3.3.t y en o1 ensaye se obtu.,o una 

d111111in1.1c:ibn en la 00 he.•ta d11 un ~-,r) ~~ t0.3t>4 do <1b~orb;,.ncia), Con 

respecto a los si.u¡.ros 51-1 y Sl-J: ne 1u1ri;o,¡il1:6 1.- •de>orcibn on 
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virtud de que el primero do c.•l lc.o'.O 1~-. oo fui:> bC1ja ; el otr(") su 

obtuvo en poca c.;intldold. En r~i;to¡¡ ens.:1yo'i, &1 amortttJUL~dur 

diluyente do muestra 'i>E! prep.;1rO con ASB dl b :; !Sigma, USAI. 

... 3.1.1. Jnhibictbn Competitiva del Anllli9J,s InmunoenzimAtico • 

Para probar nuevamente la especificidad do! rntttodo 

inmuno&n:im&tico en papal, Gr. utill;:O sucrc.o normal de.o conejo y 

suero d& conejo inoculado con G. lamblia a diluci6n 11260. 

a111orttgui11dor diluyente d..- mue¡¡tro. con suero fetal bovino .al b .. 

en sust i tuci On d& AS9 y conjug.ado Protel na A- pe;o>e idas a a 

dilucl6n 112000. Se r11all;::O un.3 Inhlbici6n Compatltiva del 

anl!ol lsts lnm1.•noen;:lmo\tlco, la cual conaisttO "" a.nadir protelna 

Bol ubl e de trofo;:oJ tofo de ~Rl..iA. en la primera fase del 

11111todo. El AQ en form~ soluble y el Ag que so encuentra acoplado 

al papel compiten por los Ac anti-~ preaentos en los aú11ros 

de conejos inoculados- con el parlislto. Lo'ii compl&'jos. Ag-Ar: en 

forma libre son elimtnado6 en lo$ primores onjua.9ue5 del disco de 

p""pel. De elita mlilner-a disminl•ven los valore5 du DO en '"'quellos 

po:os donde so a•lrogro la protefna soluble. En l• .fiqur" 5 &e 

mues~ran l og res.ul tado11 y como puede obsurvars" i:?n todos los 

casos en dando se agregar-en diferentes cantidades de protetna 

uoluble d&" g. lambli• hubo una dim1nuci6n en lo& valores de DO. 

Asi se encontrb que 28 ~i;¡ do protetn• .fue lc1 concontr·i'ci6n bptima. 

en que se observtJ un 50 ;~ de inhiblclO:.n en loo •.14lores de DO 

obt&!'nidos an la reac:ci6n con sur.ro de conejo. En la figura 1;. 0 se 

" 



"º 
o.9 

9 o •• 
SI o 

~ 0.1 ::!: 

i5 
0.6 

~ ... o.s .. o 

~ º·' 
~ 

0.3 "' i:i o 
0.2 

SN 

0.1 

e4 56 2a 6 3 1.4 0.7 o.o 
µg de prote1nn do G. lamblia 

FlQUra 5. lnhiblciOn Competitiv• omplaando •uvro dilutdo 112b0 da 
conajo inoculado con e. lombli• <81), En la primara f••a del 
•n•avo •e aoragaron concantraciona• conocida• da protelna •olublo 
del parl•lto. Guaro normal de conejo <SN>. Cada punto con llna• 
rapra••nta la medl• y la de•viaciOn a&t6ndar de an•ayos por 
cuadruplicado. 
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en1plearon 28 1-19 de protelna p .. n ... obll!'ner el por ciento da 

inhiblciOn en los Vi'lor·cs do DO del isuero .anti-íll,;o.r:.9t!'!• Ccnno 

pueda observarse los valore& de DO de lDfi suero9 51-1 y 51-3 

disminuyeron respectiva.mente el 38 !: y et 44 % cuando se adiciono 

el AQ en 1.a prin1ero incuba.ciOo del E'.!n'iiayo, 

4.3.1.2. Reacclanea Cruzadas 

Ccn el objeto de probi'r l• r~acción cru:ada del AQ 

noluble de B. lamblt• con otra• Ag de mlcrocrQantsmos, fiO 

utlli:aron ~uoroG de ~anejos inoculadoa individualmente con 

Qiardla lambl f4. Entamceba hi5tg1yttca, Klpb11ialla gnfumoniae y 

UJW..~in~· En t:H1tos ensayo-. ae emplearon los 'llLtero• a una 

diluciOn de \1320 y el amortiguador diluyente de 111ucstr,.. se 

i!.dicionO con 'iluero bovino al b i. en suGtitucifln de '~58. El 

conjUQ•do que se utill-:.O fue F"rotetna A-pcroJ<idasa diluido 

112000. Los resultados se muentran en la figura 7, donde Ge 

ob•erva que \011 valore& promedio de DO obtenidos con los sueros 

de conejos contra E, btatolytt;a. T. sagtnat*. K. gngumonieg y el 

'4Uero norn111\ de cono jo fueron lilmi lilres y corru&ponden a 0, 133, 

0.20~, 0.123 y o.tb2 respoct!vamante, Loe valorea de DO del auero 

de conejo contra ~fueron en promedio da 0.~47, los 

cuate• siempre fueron auperiores •todos 109 suero• utlli:ado• en 

eatos enaayoa, 

•• 



1.0 

0.9 

o.a --
i o. 7 
o 
~ 

:!. 0.6 

6 0.5 
M .. o. 4 ~ 
o 

~ o.s 
M 

. r+ 
~ 

º·' ¡:¡ -~ ,, 
º·' . 
0.2 . r+ 
0.1 . 

. 
SN s1-1 s1-1• s1-J s:r-J• 

FiQura b. lnhibicibn Competitiva empleando 2 •ueraa diluidas 
112b0 de coneja& inccultdc& con GitCdia Jambli• 191>. * En la primara ~••e dat anaava se agregb lt concentraciOn 6ptima 
(28 µgl de proteJnas •clublea del parAaito. Cada columna 
representa la media y 1• desviaciOn est•ndar de ensavo• por 
cuadrupl 1 cado. 



4.3.2. Pruabaa de Rl1Jlr-oductttJtlldad del AnAlistn ln111unoanzlmA.tlco 

Para probar r~prodl1ctlbiJ1dad del anlil i5l'l 

:lnmunocmz:lm.).tico on p"'pul, se> emplearon lanto '.3UE:'ros de conCJO$ 

nor111alas e inoculados con G .. .........1..im2.lll como 1a1erO!; di! n1f'1o'l con 

qi itordl a9i ._. Liis pruebas SI<' r-eal i ::en on con i'ntervaJ o~ de l•na it 5 

semcona~. En el cucidro 1 'lile> muvstr¿,n los r-esul tildO'i. en dondv c~"'<d<'I 

valor- de DO fue J<0 ml:'dia est.~nd.;.r de ens<1yos por· l1·tplic:.Ado. 

Como p1.1edo ob¡¡ervarse, solo en Jos suero5 de coneJo!iii normi•lus 

lSN-1 y SN-2> a&i como en los sueros humanos 381, 394, 405, !5:?2 y 

~29 los valores de DO dl5mlnuyeron en relac:IOn a la lectura 

anterior. E!iita dl'lminuciOn en lo5 valores de DO p~1ed1?n ser 

consucuencia do q1.•e haya disminuido el titulo de Ac en los suC!ros 

debido a que fueron con9elados y deticonQel.ado& un rnlnimo de 5 

veces. SI n embarQo aun cuando los enso11yos fueron real i::ados con 

diferencia en tiempo, los rQ11uJtado& fueron reproduc1ble11, 

4.4. Anall&i• y BalecctOn de Sueros Hu•anos por el HOtodo 

lnmunoenzi•Aticc en Papal. 

Par¡,¡ el an,.ll•ls cuantitativo de Ac: contr• ~ttl..íA en 

suero& hum•nos a diluciOn 11too. se uttll:O un conjugado anti-

1Q0 human•-peroxidaSOI CCappel Co. USA) diluida 112000. Loll 

ensayos 911 reall:aron por triplicado. Lo• suero& q~1e se probar-en 

fueron obtonidos de ntno• in~ect~dos con tis.l..emb.1.i.A alntomAtic:os y 

a11intomAticc6 y de nlncs en quienes na se dutect6 al parA11lto en 

3 CPS, las cualo• se emplearon como testi9os. Los resultado• se 



0.6 

~-

o.s 

~ 
o 

º·' m 
~ 

;j 
H 0.3 .. . .. 
o 

~ 
. 

H 0.2 
"' --¡:¡ 
o 

º·' 

~.- + --
. 

. 

SN Eh Ts Kp Gl 

FiQura 7. RoaccJonali cruzada• empleando sueros diluidos JrJ20 
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muestr•n on l.ill figura B donde ue observ• que que &n b7/b7 < 100 %1 

do loli suero• de niña15 infect&ldas pre5ento v.:alares de DO m•ycres 

a 0.1 1 mlanlra.5 que en 7112 <58.3 ~I de los suero11o testigos flUt 

menor a esa v~lor, En muestras de niños infectados y con slntomas 

<IS> lo• valares de DO fluctuaron dnsde 0.103 hasta 0.487 con una 

medi• e15tAndar de 0.2ó4 ::!: 0,095. En les niños infectados 

••intamlttcos CJAI la DO fue de 0.12:5 a 0,393 con l1no11 medi• 

estAnd•r de 0.272 ± 0.104. En el grupo de te10tiQo& (TI 1.:a DO fue 

de 0.0~2 a o.2bl can una media de 0.12b ::!: 0.076, Cu.:ando ~•los 

valeros fueron ,¡¡,nal tzadog, •• encontraran di ferencl a11 

est•dl$ticas. El 11nAlisis de v•ri•n=~ no-par...-m~trica de l:ruskal­

Walli• mcstr6 que loa orupos IA e IS son iguales entre si pero 

diferentes del orupc To P < O,OOOJ. Similar-mente con lo11 prueba da 

Mann-Whitney, el grupo T mostr6 diferencias est•dlsticamente 

SJQnifJcativas con cada uno do los grupos JA e ?SI en Ja 

compBraciOn del grupo T con el grupo JA, 1• i~ualdad fue de una 

P < 0.004 y en la comparacJOn de los grupos Te ~6, la tgualdad 

fue de una P < 0.0001. 

Por otr• parte, los grupo& moncton~dos fueron distribuidos 

en funci6n de l,¡¡, edad de acuerdo al criterio de•crito en la 

secct6n 4.1. Por consiguiente se obtuvieron promedios de DO 

cada uno du los sub~rupoa. Lo• reaultados a& muastr•n en 

cuadro 2 • Cuando esta dtstrtbucto•n fue analizada• se •ncontrO 

una diferencia st~nlftcattva entro auoros de niffos lactantes 

infectados y de lactantes no Jnfect•dos. La probabilidad de 

tguald•d entro ambca grupos fue menor a 0.002. 
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Figura B. AnAlisl• lnmunoen~lmAtico en papel par• d•tect.ar 
anticuerpo• lgG contra g. lamblie en •U•roa diluido• 11100 de 
ninoa aaintomAticoa sin eKpulai6n de quiatea en hacas <T> y d• 
ntnoa con eNpulaiOn de Quiat••I ••lntomAtica• <IA> y con slntomas 
lIS>. Loa puntos rvpr•aentan individualmente el valor promedio d• 
cada •uero y 1•• cruc•• l•• medianas de cada grupo. 



Par-a ol anlliat• de reconocimiento de prot&ln•s solublui¡¡ do 

g. ltmblia 1 fuerou neler:clontdos los 5ueros con ..,-.1or-e!I ttlto• de 

00 y con volOmene• disponibles m~yore• a ~00 ut. A9l qucd•ron 

lnt.•Qr.;1doa 2G sueroll de ntf'log con ~l!fll•l5i011 de quislct:.t :''1 de 

ello• fueron del Qrupo 15 y 4 del QrLtpo JA. 

Cuadro 1. R•producttbilidad d•l ELlSA a diferente• intervalo•. 

Densidades Opticaa de los ensayos 

l semen• 4 !iemanas 4 seme.n;ul 5 seme.n;i.s 
Sueros do Conejo• ---------------------------------------
GN-1 O,lb2 o. 102 0.133 0.035 
SN-2 O.OBb 0.007 O.Ob7 NR 
91-1 0,671 0.589 O.b59 0.757 
Sl-2 0.547 0.520 0.5b9 0 .. 545 

Sueros Humanes 
331 0.1~4 o. 1•11, NR 0.177 0.170 
334 0,299 0.220 0.291 0.294 o.:sos ,,. (.1,381 o. 320 0.485 0.421 0.445 
342 0,240 0.225 0.2é:5 0.200 0.230 
353 0,346 0.301 0.305 NR Q,360 
35q 0,4b4 0.412 0.337 NR º·"ª7 
381 0,287 0.209 NR 0.::?55 o,t7b 
387 0,225 o. 3'51 Q.239 0.201 0.239 
302 0,235 NR 0.297 0..258 0.257 
304 0,274 O.lb5 0.1b7 0.053 0.091 
405 0,310 0.205 O.lbb O.tB:i NR 
513 0,289 NR 0.472 0.353 Q.305 
522 0,260 0.213 0.210 0.199 0.149 
52• NR NR O, J9é 0.154 0.125 
596 0,360 0.317 0.301 0.300 0.323 

En eStotr. ennayos 11e emplearon sueros de conejos normales CSN) e 

inoculado• con g. ltmblip CSl) asi como suero• humanos 

repreaunte.dos con nOmeros entero•. Cada un• de la• 5 column•a 

ccnatituyan valorea da dan•idad 6ptlc• obtanidoS en l•• mi•m•• 

muastr••• b•jo l•s mi•m•• condiciones pero • difarentea tiempos. 

NR • No reali~ado 
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Cuadra 2. Valares pra.ltd1a dlt densidad Opt1ca obt•n1daa d• 

en una di•tr1buclbn d• aubgrupas en func10n de la edad. 

Nlnos portador-es 
d11 qui atea 

11 AsJntamAtico& 

21 Sintom.ltico& 

JI Ntnos no portador-es 

Loillctantes 

ú.259;!:0.079 

ú.244±ú.IJ2 

0.263:!:0. 078 

0.07Bt0.0J2 

Preescoliilrea Escolares 

0.271±0.085 0,255±0.083 

0.291±0.103 0.250±.ú,165 

0,266:!:0,082 o. 255±º· 079 

0,168±0.021 0.259±0,003 

a La diferencia est•dJstiCiil de 0,259 ± 0.079 contra 0.078 ± 0.012 

por la prueba no-paramétrica U de H•nn IJhitney dib una P < 0.002 

El •nAli•i• de las pr-oteln~• solubles da trofazaltca de O... 

ao ll11v6 a cabo por electrofcrést• en geles d• 

poJJacrtlamlda con un gr¡¡,dJente continuo de 5-15 x. Con el 

prop6st to d• eat•ndiilrizar 1• electrofor~sis •• probaron 

corrimientos de 25. 50 y 100 J.•g d• pratalr"iiil soluble y r•sultO que 

con un mlntmo d• 100 uo en un c•rril de o.e cm a• 4•finteron muy 

bJ6n l•s b•nd•B• En el perfil se datectaron aproximadamente 56 

banda& protaJcaa. 

Tambi•n ue realt~arcn pruebaa can 100 ~O de proteln• 

&olubtlJzada can deaoxicalato de Sodio al 2 x. con Tri ton X-100 

•• º·" y can agente• en pres•nci a d• b11ta-

difer~ncias en la raaaluci6n electrcforética da la prcteln,. 

sometida a ••,.• condlcioñas. 



Jdenttfic•clOI\ d& Protefnas d& QJardia Ial!lblia por 

Jn-.inoeJectrctransfer-&ncia con suarca da Niñas can Giardiasts 

Dospués de rcalt:ar la scpar~cJOn ~~ protelnas totales de 

G.ljlmblia l]n SDS-PAGE en or•dlentu continuo, se llevo a c--.bo la 

tr•nsferencia di:!' protelnas a papel de ntt.rocelulosa. Para el 

precedJ mi ente ml:l'nC 1 onado •e uti l J: O di:!' 1, 6 ai 2 1110 de protel na 

dando buenoa rosultados, Lueoe de la transferencia, el papel de 

nitrocelulosa fue secado, dividido en tiras e incubado con Jos 

diferentos suero11 humanos emple<1nde una dJlucJOn de Jr::So Cver 

secciOn 3, 6. 2). Le• •ueros humanos fueron de ni Fi'os. infectados con 

G....-1..f,_mQlill sintom.lticos CISl y aatntom.lticos. CJA) asi como de 

niños no infectados <Tl de acuerdo al critario descrito en la 

secciOn 3.1. El poso molecular d~ laa bandas de reacciOn, se 

calculO al interpolar la dtstribuciOn de laa protolnas de 

caltbractOn cuya correl.,,ciOn con el mf>todc da "Nfntmo11 Cu•d,.•dos" 

-fuo da "r" .. 0.949. La postbilidad da adaorc10n tne&pecf-fica del 

conjuoado 110 desca,.tO ya qua el papel de nttroc&lulosa ~tn ol 

suero hLtmano no prosentO bandas de ,.ea ce t On. Los rasul lados •e 

muestran a continuac10nr 

En la figu,.a 9 !le ,.oprosentP 1.a roacciOn de los Ac 

presentas on loa sueres de ntnon de los grupos JS e IA, loa 

cual oa recen oc 1 er on en total 22 b01ndas de pr otof na del par6st t.a 

cuyos pasos moleculares fueron de 243, 203, is~. 172, J3~. 126, 

120, 9B. se, s1. 7e, ~2. 69, 63, s~. ~3. 46, 35, 32, 2e, 24 y 20 

~Da, Sin omb•r90, Jos suorcs mas raacttvos reconocieron un maxtmo 

do 17 bandas dli' proteJn.11 de ti.L..J..uh.US!.· 
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243 

2Dl -l8S -172 

1JS 
126 
120 

98 --88 
81 
78 -72 -68 
GJ 
SS ¡¡¡ 5J 
46 

" -l2 -20 

24 -20 

FiQure 9. ~epre~entaci6n gr~fica del reccnocimionto de protalnas 
de G. lamblta por lnmunoeloctrotr•n•farencta con sueros de nihoa 
que ewpulsaron quistes en heces. En éste ae incluyen todes laa 
bandas que fueron reconoctd~g por los sueros probados • 
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En la fi1¡1ura 10 so muestran los rcsul tadoB de •• 
inn1unoolectrotroH1aforoncia. Como so puede obsvrvar 0 en 2 do los 3 

sueroti del grL•po T hubo rc,;accibn dObil con protcfnas do 135 0 12b, 

ea, bB, b3, 4b y 35 l~Da. Los sueros del grupo tA enumerados del 1 

al 41 y en 7124 del orupo 15 (nó1r1cros ~. e, 14-19) reconocieren 

proteJn•• de 20'3, tes, 172, 135, l;>b, 120 1 9s, se, si. 78, 72, 

63 1 5:1 1 53 1 46 y 35 l~Da stendo las ma11- prominentes las de BB, 46 

y 35 t-:0.1. Con&ecuentomente en cl grupo IS, 17124 de Jos sueros no 

reaccionaron con l•• protetnas da 203, 185 y 172 KDa pero 

10iQuJaron al patrbn de reconocimiento obsorv•do en el grupo IA. 

Cabe mencionar quo en la roaccion de les sueros del gr~po IS, ee 

noto que el 25 % r~conocl6 prominentemente en forma individual 

alQuna& de laa proteln•• mencioni11d•• y se obse,.vO en 1 oa 

•i~uientes caso~I El suero No. ~ ,.eacclonO Intensamente con la& 

protelnaa de 203, 4ó y 35 t:Oal el tia, ó rea.ccionb adem&a con un• 

d• 28 KD•I 1 •1 1Jo.J9 con la• proteJ na• do 133. ea y •• KDal el 

No. 20 con l .. do ea, •e, .,, ~5 y 4b t~Dal •1 No. 21 con l .. do 

ea, 72, óJ, 55, 03, •• l~Da y débl Imanta con ot,.as de 28, 24 y 20 

KOa1 el No. 22 con l .. do 33 y 53 y dt.tbi lmente con ••• d• ea y ., 
KDaJ el No. 7 con una de 24 l'O• y en forma dClbi J con la de 32 t<Dal 

1011 ntimeros 23, 24 y 23 reaccionaron fuer-temente con l.;a Pr-oteln• 

de 4b KD• J ol No.27 con las de 172 y 133 KDa. Ot,.o• sueros 

,.eaccicnar-on intenaamente con la mavor!a de IM• pr-otelnas como ea 

al caso do los sueros B y 18. El primero de esto• aue,.cs 

reconoclO •d•m•• una protelna de 243 KO•. 
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FiQur• 10. Reconoclml•nto da prot•ln•• aolubl•• de trofozolto• d• 
la c•P• P-1 d• g. l•tlbli• por lnmuno•l•ctrotran•f•r•ncl• con 
•uero• de nl"o• ••lnto••tlco• sin •KPUlsiOn de qul•t•• en h•c•• 
<H> ••l como d• "'"º• con eKpul&l6n de qui•t••I ••lnto••tlcoa 
<carril•• 1-4> y con •lntom•• <cerril•• ~-29>. 
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En ul an,\lilli• cualltati·10 de I~ rellcttvidad de los fiUerov; 

ant• prololn•• de gt--!ArnR.ll~ no se observaron difarenci•e an al 

reconoct111lento de los suero• entr• 1011 grupos lA a IS, no s• 

encontrb relaclbn con el tiempo de infecc1bn en el grupo ts. ni 

en • l•s ed•de• de lo•. nil'los y el patrbn d• 

reconoclmlento. Loa. •ueros da l•ctanta• fueron lo• n0111ero• 5 y bl 

lo• de prae•colarea fueron el B, 9, 11-14 y 24 y el resto da 

nlnos u•colares. Tampoco se encontrb relacibn del patrbn de 

reconocimiento de protelna• del parA•ito con la procedencia dal 

donador del suero. Lo• suero• qua pertenecieron a niflo• que 

habitaron an otra• zona• Qe0Qr•fica11 dal pat11 fuaronl el •uero 

No.1 de un nlflo de Oa1u1ca, el tic. b de Tl.a)lcala, el tJo. 8 de 

Jattaco, el No. 9 de Guerrero, el Nó. 10 da PuDbla y el No. 28 d• 

HldalQO• Los demaa uueros pertenecieron a ntfto11°del E11tado d• 

MOttico o del Distrito Federal. 

En el an~llsis porcentual de I• reactlvidad da 1011 11uerog 

con prOtaln•• de G. lamblla ae observb <cuadro 3) que l•• banda• 

mae react.t'V••I ant• lo• auuroa d•l Qrupo T fuvron las d• 185 1 

135, 12&, 98, ea, 4b y 35 KD.t.I •nto lo• suero• 'del Qrupo tA 

fueron l•• de 185, 172, 135 1 12&, 98, ea, 91, 78 1 72, 55 1 53 1 4b 

y 35 KD•I y anta lo5 sueros del ;rupo 19 fueron lag de 135, ae, 

78, 721 &3, 55, 53, 4& y 35 KDa • 
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-------.-----------;------------------------.-------------;------
NO.mero 1 Hovilid•d 1 Positi"ºª •I petrolsito 1 UeQ.;\ll"D• 1 

de 1 relaliv• : '"'" uno o mas CPS 1 •I parlu;i to 1 
band• 1 un KD11 1-----.-----,------------1 on 3 CPS • 1 1 lA : IS 1 r. Subtota.l 1 <testigosl l tota.1 
-------i-----------!-----!-----L------------!-------------L------

1 243 50 12.5 17,q 33,3 1q.4 
2 203 50 2q.2 32.1 33.3 32.3 
3 165 100 5'1. 2 60.7 1;;,6.7 ht. 3 
4 172 10:10 37.~ 46.4 o.o 41.9 
5 1'5 100 83,3 85.7 66.7 03.q 
b 12b 100 70.B 75.0 bb,7 74.2 
7 120 100 bb. 7 71. 4 o.o 64.5 
e 08 100 62.S 1;;,7,q bb,7 b7.7 
q 88 100 83.3 85.7 bb,7 87.1 

10 81 100 b2.5 b?.q 33,3 64.5 
11 78 100 75,0 78.6 33,3 74.2 
12 72 100 7q,2 82. J 33,3. 77.4 
13 b8 75 !'iO.O 53.h 33.3 51.b 
14 b3 . 75 7q,2 78.b 33.3 74.2 
15 55 100 87,5 eq.3 o.o 80.6 
lb 53 100 75,0 78.& o.o 71.0 
17 •• 100 91. 7 q:z,q bl::i,1 90.3 
18 '" 100 75.0 78.& bb,7 77. 4 
19 '2 so 37.5 3q.3 o.o 35,5 
20 28 o 20.e 17.q o.o lb. 1 
21 24 o 25,0 21.4 o.o 1q.4 
22 20 o 8.3 7. 1 o.o b.5 

En el cuadro •a muestr• vl porcentaje <•ubtot~ll ~ue presentaron 

lo• grupo• ••intomAttco• (lAI y con stntoma• <IS> aai como el 

porcenlaja totill que incluye al 9rupo teatlqo. 

CPS g coproparasito~cOplco. 

4. 7. ld•ntlflcaclbn d• Protelnas de giard4• l•ebll• por 

R•dlotn111.1nopreclpltacton con Su.ros d• NlWo• con Blardla•i•. 

Con al propOaito de identificar proteln•• da •Uperficla de 

q. tambtla, qua fueran raconoclda• por aueroa de Individuos con 
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63 
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43 
40 

36 
32 
28 
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Fic¡ur• 11. Auto-r•diOQr•fl• d• ·e1ectrofare1ia en i;¡el d• 
polt•c~il••td• ccn prot•tn•• d• tro#ozolto• d• l• cap• P-1 de 
Oiecdi• l•eblit r.-dioi~in•do• •n su superficie • 
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Qt•rdi••1•, so llevo a c4bo la prectpitaciOn de antlgeno• de 
120 

auperflcte quo fuuron ~arcado• con t~ En estos enaayo9 •o 

protefna de trofozottos do la cepo P-1. Como tectioo dql ensayo 

•e utili~O cotuciOn amorti9uadcra NETT-ASB al 6 X con proteln• d• 
120 

G. tembli..t. marcad~ con 

procedinii111nto de lnmunoprecipitaclOn. Como tcst\Qo d5:>l 1iu1.rcajo ds 

protelnas, •• analt:o en SDS-PAGE prot~fna obtenida do 
12~ 

trolozoltos enpuo•toa a J pero ain someter a lo• en•ayo~ do 

tnmunoprocipftaclon <P-lT en la figura 12>. 

Los resultados fueron los alguientesJ en la figure 11 se 

111•yorit•rt•mento Jodin•de11, un.- de !1¡i,9 cu•l•s a11 pQlidlaper•a can 

Con respucto a laa •utorradiograftas de los copruclpit•do• 

•o obsorva en la figur• 12 quo tanto al Qrupo IA como el IS 

tcarrtle• Al-A~ y S1-S5l reaccionaron con protelneS d• una Hr de 

62, b3 y 55 KDa. En rol~ciOn con al •O~ro testigo <carril N l y 

el teatigo del enaayo dascrJto antertormenta no se ob•arvO 

reaccibn alguna. Corno •e puede aproct•r no •a ancontr•ron 

7L 



2!2 

94 ·- -----·---67 .. 
;;., ...... 

30 ! 20.1 

FiQUr• 12. R•conocimiento de protelna• d• Glardia tamblta por 
radioinmuncprecipit•ciOn con un suero de niNo ••intomAtico sin 
eHpul•iOn de qui•t•a en hecea Cc•rril N> aai como de nihoa con 
eHpulsiOn de quistesl asintcmAticoa <c•rrtlea Al-AS> y con 
alntom•• Ccarrtles 81-BS>. En la extrema izquierda se muestra la 
electroforeala de proteln• •oluble de trofozoltoa de la cepa P-1 
radioiodlnados en au auperflcie <carril P-lT). 
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CAPITULO S. DIBCUSIDN 

En et presente trab~Jo, •~ de•cribe l~ estandari:aciOn y 

optlml2eciOn de un anblisis inmunoen~im~tico tELISA> en papel. Se 

utill20 como anttgeno (Al;¡) proteln~ aoluble de la cepa de §..... 

tP-1). Para la valoraciOn del mttodo se 

obtuvieron suoroa de conejos, lo• cuales fueron •ometldos a un 

e~quema de inmuni:acibn deatlnado a elevar el titulo de 

anticuerpos <Acl contra el par~alto. Para cada uno de loa eneayo• 

inmunoen:imAllcos se usb como un testioo del procedimiento, 

amortlQuador fosfato-salino IAFS) en •ustituc16n de Ja mue•tra 

problema. La auaencla de ruacciOn en esto testtoo deacertO la 

po&lbilidad de unione• ineepeclfica•. Lo cual indico que el 

conJuoado Protelna A-peroMida•a no reacciono con el papel filtro 

empleado como fase solida del mttodo. 

Los resultado• mostraron poca vartaclOn inter • 
tntraen9ayos. Laa mediciones de Ac contra Ao del per&•ito fueron 

reproducibles come ae obaarva en loa resultado• expruaado• en el 

cuadro 1. De las pruebas de especificidad que Be roali:aron, ae 

aprecia en lo• re•ultados una clara diferencia entre los valore• 

de densidad bptica (DO> de los BUeroa de conejos normale• y loa 

obtenido& de conejos inoculado• con g. ltf!lbli• lflQura• 3-7). 

AdemA5 •a ob•erva que e•tD• valores de DO dtsminuyqron cuando los 

suero• inmunes fueron adsorbtd':>• pravt.amenta con al AQ homOloQa 

lflQUr~ 41 a por adlciOn de Ao soluble an la prúab• de tnhtbtcton 

competitiva lfl;ura bl. Con ro•pectc ~la tnhiblciOn competitiva 
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del inmunocnaayo so aprecia que l• 00 obtenida de un suero de 

conejo inoculado con G. lamblia di•minuyO en correlaciOn directa 

con la cantidad do A9 •di clonado h••t• formar una curva de 

inhiblclOn (fl9ur• 51. La e•peciflcidad &e muestra en la n1ediciC.n 

dw la competencia por los Ac del suero inmune entra el AQ 

inmovlll:ado y el Aq •oluble. A•i• pose a la inmovilt=aciOn de la 

protolna al papel. eata ccn&ervO &u antlgentctda.d ya que lo• Ac 

reaccionaron equitattvamonte tanto para el AQ do fa&a sOlida como 

para el AQ soluble <vwr eecctOn 4.3,t.1,J, En otra de la• prueba• 

da espwciflctdad se observa que la DO da un suero do conejo 

Inoculado con ~- lamblla fue superior a todo• los aueroa de 

con•J,o• inoculados con otro• ·patOgeno• !figure 71. 

El emptao de ••te ~•todo par• medir Ac contra el par•slto 

en suero• hum1no11 mo•trO una dtsper•iOn da valore'• do DO (figura 

91 tanto •n suero• da niWo• infectado• stntom•ttco• <191 y 

aatntom•ttco• <lAJ como en auaroa da nt~o~ no tnfectedoa <TI, En 

al an•l i•i• ••tadl•ttco. tur. hal 10 una diferencia slonificativa 

entra las DO de los grupos IA o JS cuando fueron comparado• con 

las DO del grupo T <ver •ecciOn 4.4.>. Lo cuel mUoatra qu• •1 

mfltodo tiene capacidad para detact•.r conc:entractona• de Ac 

9enerados en una infecc:i~n natural. Similarment• en e&tudio• 

pravlaa, utilizada 

inmunadtfu•iOn radial <IDRI. inmunofluaraacencia Indirecta CIFI> 

o ELISA para determinar Ac centra AQ de quista• o de trofozoltoa 

En flato• estudios sa intento diferenciar madianta 



Jndivlduos no infec:tadou. Por-o en¡._ m,¡¡yor-ls de lo~ c•stl•dios r;e 

1JmitO el ntuner-o de mucntr"üS, Pe1u? ,p ello roo 10Qr<11·on de-finir 

c:lilrilmentu l.a pos1ti11ldad a Q.~'1..tn~lL<!. anal individuo P"'ra-.itado 

ya qui.: ollQunos autort:?l\ r-rgto;;tr·.,,.-on seropositiv1d.Jd oill p<:lr.:01"-ito vn 

testlQoS no infectados <Bb,88> en cambio otros detectaron 

conc:entraclones bajas do He 5tlr-icos •nttg1~.'rdi.,• on un porcentaje 

de Individuo• con olardiasis •lntom,.tJca 10~.Bá> o p¡¡;Jntomltica 

13~,87), En nuestro caso se utili:O Ag soluble de lrofo:ottos de 

cultivo •x6'nico. Con 1d método de ELISA en papel so ob1r.erv6 que 

ol 100 ido las DO do los grupos de sueros de nlnos infcct•doa 

con ol P•r-ltillo y en 5/IZ <41.7 ~:> de los sueros del gr1..1po T 

fuer-en suporlorva a 0.1 {fJgur-a 8). Esto podrta ser dobido a la 

pre•encla do Ac contra g. lambll• en algunos sueros del grupa T. 

Leo pr-evalencie1 de Ac cont.r.ill el par-!losito en indi..,tduc.s do l• 

ciudad do MtMico fue mo5tradóll par Mlottl y Col. 183> qulenE!s 

detectaron titulo& de Ac: s&rtcos contra lh-J__«mb.Li.A en el 77 7. de 

un ~rupo di! m•dreu residentes en el V•lle de M&11ico. Llil 

poslbilidad de una prevólllencla do Ac contra el póllrAslto en nlKos 

no puede ser eMCluld• ya que ha reportado qua un alta porcent•Je 

de Ql•rdi•al• •~ ha presentado tanto un nlKos proeacolare• {101) 

como en 09colares 119>. La posibilidad aumenta si consldera~o• 

qua la OMpouic16n al p~rAatto puede producir- una re~puest• 

lnmuntt•r-ia humoral {IS) y que loa Ac: contra el parAsito pueden 

pur-aistir- haat• 1~ mases deapu&s da una lnfecciOn 186). Por 

conslQuiente podr-Ja esperarse persistencia • la positl ... idad 

sfrlca • g. l•mblia un la poblaclOn infantil que ha presentado 
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mayor taua de incidencia de giardi••is como se h• mencionado. Por 

otra parte •e enco~tr6 que aquello• •ueros del orupo T que dieron 

valoro& comparablu• al d~ Jos grupos de niños infectado• 

corre•pondieron a nl~o6 de edad preescolar o escolar. En b~Ge a 

que en :onas endémicas las probab1lid~des de infecciOn aumentan a 

medida quo aumenta la edad del individuo, •e comper6 la medi• 

eatlndar de DO en subgrupos clasificados en functOn de l• edad. 

Pes• a qua no se encontraron diferencia• •tgntflc•tlvas entre lo• 

DO de lactant~•. preescolares y escolares del grupo T, ••to• 

valore• aumentaron directamente con la edad como se puede 

observar en el cuadro 2. Asimismo en •ate an~li•i• •e uncontrO 

que infectado• fue 

•ignificativamuntu m~• alta que los obtenido• da lactante• no 

infectado• mientras que en los subgrupos de 'preeacolareB y 

eacolares no s• hallO ninguna diferencia Ccuadro 2>. Esto• 

halla:gos sugieran una infecciOn previa on loa niño• mayores de 2 

año• de edad que fueron considoradoa como _tastigoa sercneoetivos 

• G lembJJa. La posibilidad de eatablecer madianto una DO l• 

1nfecci6n del par~sito on indivlducB puede depender d• 

alternativas come modlr stmultAnaamentu otra clase de Ac come tgM 

e lgA éontra G. lamblia. 

Como ya •e mencion~, con el m•todo de ELlSA en papel, •• 

obtuviorcn valores da DO en •Uero• dr les grupoa 19, IA y T. 

Cuando eatos valorea fueron analizados oatadlatlcamente, •a 

encentro una diferenci• significativa al comparar•• sueros de 

niños infectados ltA e IS> con los obtenidos del grupo T. Pero en 
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l OI ccmpar•c 1 en entre l D$ gr1.1pc'li IA t' 15 ne $0 nncontr 6 di fer ene i o11 

<1lQuna. En cansocuunci a el 111étodo do ELISA en pe1pel mostrO que el 

titula de Ac sbricos no pcrmlte diferenci--.r Individuos infeCtildos 

y con !IJntomv' de lo$ lndlviduos infecto1t\.10¡; asintombticos. l . .:t 

dlierencla entro arribos grupos podrl~1 debcrlie a 1"' pros;enci~' do Ac 

contra -.1 guno• detormin•nte& e1ntigénicos d• 

relactonado& con 1• protocciOn. Por lo tanlo par"' tdentifico11r 

protefnas del par6sito que sea11 reconocid./l'li preiercntemcnte por 

la• suoros de niñea con giardiasis asintom~ticos. se emplearon 

dos metodologlasJ inmuritielectrotransferenctill <IETI y t•ildiainmuno­

precipi ta.et b-1 CRlP). 

Ptlra el anAli&i~ anligénico de protefna soluble de !h. 

lamblif se emplearon t.rofo:~tt.os de las cepas P-1 y WB. La 

distribuciOn clectrofcrttica se roo.11:6 en 509-PAGE en Qradtonte. 

En los reaultados no se observaron dlierenclas entre las· banda• 

prot.tica~ de ambas cepas. Se detectaron apro~imadamentc 5b bandas 

cuya movilidad rt1l•tlva. CMr) fue de 243 a 20 t:oa. El perfil 

electroforético fue mao amplio que ol report~do por otros autores 

1125>. Para l• identlflcaclOn de protelnas inmunog•nlcas del 

po.r.\aito iueron !ie;>leCcionados lO!il 'liUeros de loio gr1.,pos JA o 19 

que dieron DO attaa en el ELISA en papol. 

Para la lET se empleoJron 24 sueros dol gr1.•po IS. 4 del 

grupo IA y 3 del Qrupo T. En los resultado'li Ge obaervb que los 28 

sueros do n1Ros que hospedaron al parbsoilo reaccionaron con un 

verd.adero mog•lco .,.ntiQenico Cfig1.tr• 101. Los soueroa reconocieron 

prototnas de 243, 203, 185, 112, 135, 1'2b, 120, qg, se, Bl, 78, 
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7~. éB, ¿3. 55. 53, 46, 35, 32, 28, 24 y 20 KDa {ftQura q) alendo 

1as ma& prominentes las de 88 0 46 y 35 KOa. Con respecto ~I 

reconocimiento por los 3 sucro6 del grupo T cuyos valoras do DO 

fueron da o. 172, o. 137 y O. ObO. El pr l mero y &1 se9undo 

rcacctcnarcn débilmente con protefn•&·de 135, 126, ea, éB,63, 46 

y 35 KDa. con el tareero de astoa aueros 1 no se detect~ reacciOn 

con A9 dol parA~tto. 

Los resultados no repre~entan unione& inaapeclfic~• por lo 

siguiente¡ 

susti tuctOn 

como tostiQo do conju9ado se uttli:6 nFS "º 
del muero humano. La ~usencta de raacciOn en este 

tastJ90 indice. que el conjUQ•dc antt-lnmunoQlobullnaa hum.Jnél&­

pero:iid•sa no ae unib direct.¡¡omente .al pepel dll' nttroceluloua sino 

a trav•s de un Ac. Adem~s la diatribucltln .¡¡inttgénic• aa realiz6 

en 506-PAGE en Qr•diante continuo 5-15 %. Esta• protelna& fueron 

electrotransfPrldaa éol papel do nitrocelulosa, por conelgulente 

perm1tt6 que el reconocimiento fuese con mayor nOmero de banda• 

prctétcas, Otra de la.s r¿>::ones es que el i:econoclmlanto mt:1lt.Jplo 

puade debersa< s que la. partli!' d11 c~rbohidrat.011 de glicoprotll'h1111s 

suan el blanco do reacc10n por los Ac. En eEtudios e•tructur•les 

de trofozalto& t54,l0Sl so on~ontrO mediante el uso de lectlnag y 

enzimas do especiflctdad conocida, quo ol principa.I c~rbohldr•to 

e11puesto fue identificado como tl-Acetil-D-Qlucost1min.a CD-G\c-tlAcl 

on onl aco Beta. Uno do (Hitas ostudJ o• < 1051 moatr6 q1.1e 1 ot> 

residuos do D-Glc-tlAc no fl&lfob&'" i:os.tructl,ratJos en form .. d11 

q1.1tlifloi', .,Lno con.1u9"dos a prolelna.f> memt.ranaleos, Oui::lo un 

porcentaje canslderablo du prot~ln•!l rcc.011oe1d .... r. JC r, 
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compiirlL•n determlnilnte• <1nliQfor,1co• de tipo carbot1idratc11s. 

~.:.n ro~pecto a lov resultados, en estudios prov1oa Taylor y 

Wenn1un (12q> htoll.ioron por JET qua de _lb v.ucros do p11ciente• de 

diforontes odadas, el 6q X reacciono con un• protelna de 31-33 

t(Oa. Los autor&• auQler&n qu& se trata do una proteJna de 

membrana. Se apoyan en que fue la mas abundante •n un perfil 

alectroforbtico de protelnaa radtotodtnad•~ en 1• euporfici" de 

trofczoJtcs de la cepa WB. Pero eatos autora• enfocaron au 

atenclbn en protetn•• de bajo pe•o mclec1.1l•r y probabJomont.e l• 

separaclon de protelnas la efectuaron en SDS-PAGE al 15 X, Duiz~ 

por ello no m•ncionaron reconocimiento de banda• antlQOnlc•• 

•uperJores a b7 KDa. No obstante •a puede observar reaccibn con 

otr•• protetna• de 27. 28 y 50 KD• <t2q>. 

En nuestro caso se ob•ervb Que •ole en B/2B (2q ~> de lo• 

•uero• de nlPl"os infectados reacciono con un componente prot•tco 

de 32 KDa. Lo cual •ePl"•l• que con nue•tras condicionas no fue 1• 

protaJna ma& reconocida, pero &i tuvo una.raaccibn intensa ccn 3 

•ueros Cflour• 10), En otra• condicione• por ejamplo con Ao da 1• 

cepa WB, tal vez la raacctbn del compon•nta de 32 KDa fue•a con 

mayor nOmero da muestras. En relecibn a la& otras protatn•• 

do! patrbn de reconocimiento, h•Y estudios qua repcrtllln 

ldentlficactbn da protaln39 da G, Jemblia qua coincidan en peso 

molecular con laa reccnocldaa por loa.suero• de nl~o• Infectado•• 

Por ejemple an ••ludios ultraaetructuralas de la cepa P-1 da (L.. 

ilmllJ.a, Tortan y Cct. Ct37> por IET con Ac ~cnoclcnales contra • 
dtaco adh&rente o fl~Q•los, determinaron et reconocimi•nto de 
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paJlptptidos de 170, 155, ~5 y!;~. t:D.a, Los polipOptidom do 170 y 

155 KDa estuvieron prP11ente~ en preparaciones da cJtoesqueleto 

pero no fueron localt=ados en l• superficie, Lo• polip~ptldo& de 

55 y 53 KD• e•tu·.1ieron en •UPerficle de trofo=oJto& y los autorea 

au~ivren qua estan relacionado• con Ja tubulina •• lo• 

micr~t~bulos flagelaros y del disco adherente. HolUerton y Ward 

C109> mue•tran que los microtobulos de citoesquolcto estbn 

canetituJdo& por tubulina y relacionado• can una protalna de 52.5 

KDa. y principalmente con otr• de ::SO KDa • qul.6n donomlnan 

"9lardina". cro&•l•y y HoJb&rton 11391 al caracteori::ar protelnaa 

de el t 0011quel eta, encontraron en el perfil 

electroforéttco, siendo las m•• prominentes, Ja •lfa-tubulina de 

59 •~Da, la beta-tubulina de 53.5 KD• y l• proteln• de ::SO KD•, aai 

como otras bandas de 110, 95.5 y 91 KDa de menor tntenaldad. 

Cansldarando la Hr en la electrofor•sla de fstoa componente•, •• 

puede Inferir qua algunos de ellos corresponden a los reconocido• 

par loa suero• de niKos Infectados. Por aJomplo, !ª b~nda de 172 

KD• pueda cantonar ol polipéptido de 170 V.Da Identificado por 

Tori an y Col, Cl371 a~t como las de ~3 y 32 KD• pueden 

relactonarsu con las proteJnas de 53,5 y 30 KDa las cu.les ya han 

sldo·idantlftcada• 1109> y caracterizadas C138), Similarmente las 

bandas protélcas da S~ y 53 KDa también pueden corresponder e 

prateJna• da superficie relacionad•• con •l disco adherente y 

fl a.g&lD• (137), 

En el an~ltsl• de reacciones en JET Cs9cci0n 4.6.J •e 

observo que lo• 4 sueros del grupo JA y en 19124 <75 Y.J de sueros 
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dal Qrupc 15 sJQuiorcn un p.;itr-ón de r~conoclmi~nto, F'e11e e que no 

e.a ob1uu·vtar·an dlfor·C!'nctas en 11-l pr?rfll de re.;Lcc;ionea con el tipo 

d~ infección Culntomt•lic.:i y $-.stnlo111&tic¿1.). 1u1 not6 en •l Qrupo IS 

que el :!3 ':'. <nórr1eros 7• ==-:s ,. :::> do la flQura 10> r1E1~ccion6 

prominer1ternentd c:on uni'I o dos protefn;;i¡¡ dol patrbn de 

reconocJmlonto, lo cual au9iere µn Qr•do do varlabJJjdad 

•nti9~nica de tipo cu~ntitativo. 

Par• Gl método do RIP, ~~ emplearon 8 suero~ del Qrupo IS, 

4 del grupo 1A y 1 del grupo T. En lo~ resultado• aa ob~ervaron 

11 band•a prQt•icaa que corro$pond•n a protefnaa de •uperlicle da 

trafo::ot toa quo 

fueron 203-120, 

lli9ura 111. Da 

fueron redloiodJnado~. Los pesos ~aleculares 

S2, 63, 55, 53, 4?, 40, 35, 32, 20 y 24 KD• 

éstas protaln•s da mombrana sala fueron 

reconocJd•a la• ds 82, 63 y 55 KDa por lo• sueros de loa niffcs 

infnctado•, mientr~s que na so ob-.Elr'V6 reacclbn c:on el suer-o 

tuatJgo tfiQura 121. Tampoco 99 obtutrvO reac:cibn con al 

amortiguador que sustituyo al suero hu~ano, lo cual de-.cartb 

enlace Jne•pocjfico da 1• proteln8 A-sef~ro•• con proteJna• 

r.:.dioiodi n•das. 

El por1i1 da protaln•s de superficie 'fue 5J111JJar ;;i.l 

rapcr:ti11do por Einfald y Stibb9 !J27> quiones por ol mtaino m~todo 

moatri11ron proteJnas de 160, 10~, 92, 63, 55, 37. 30 y 24 KOa. 

Eataa componentes de membrana pueden corru•pondsr a aquellos de 

la JET cuya Hr fue de ea. 63. 55, 53, 46, 3S, 32 1 28 y 24 KDa 

(f1Qur• 10). En el rec:onocJmlento de p.roteln•• de me•brana 

radJoJodin•d••• loa reaultados difieren de loa presentado• por 
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Edson y Col. C 128> qul en11s mostraron que una protef na qu11 le 

asignaron un peso molecul•r de 89 kDa fuu Ja Onlca que roaccton6 

con dos suoros de paci entou. Los autores suc;¡J eren qu• por 1 as 

caracterJstJcaa de la molfc~1Ja e& posible que se.J. la protolna d& 

82 Y.Da reportada con antPrioridad 1127>. Al respecto, Elnfeld y 

Stlbb• 1127) hallaron y c01r.iicto1·izaron parcialmente una protelna 

de 82 Y.Da por medio de JnmunoeloctroforOais en dos dimensiones 

CIEDD>, JET y RIP. Estos autores demo$traron que la protelna fue 

de auperfJcte y que se podla iodlnar. Basandono• en lo anterior 

podemos suqortr qu• la protolna de 82 kDa reconocida por loa 

sueros de nlRoa infectados con [h_J..@filbl_l~ sea la misma qua ha 

sido , rsportada por lo• autoras mencJnnado• (127,128). Con 

respecto •l roconoctmlento d• las Otra• prctaJnas d• auparfJclu 

d• 63 y ~~ KDa por au•roa humanos, no ha sido r•portado. El 

~ottvo podrla aer que au obaorvacl6n dependiera del tiempo de 

&MPOBJclOn de la pelJcula reveladora ya que aa detectaron dlas 

d•spuQa de qua se observo la banda d11 92 ~Da o por variaciones en 

1• expre•10n anttQAnlca de la cep• de G. Jamblla dominante de l• 

r•oiOn geogrAftc•. 

En rel•ciOn • las prot•fn•• da sup•rficta da trofozoltoa, 

no se encontraron dJferenct•• an el raconoclml•nto ontra los 

sueros. dal grupo lA y lo• del grupa IS. Lo cual suoJ~re que la 

aparenta •U•encla de rnorbiltd•d an lo• individuo• antntamAttco• 

puede ser can•ecuencJa de raacctOn celular a nivel local o al 

t.ttulo d• Ac IgA da aecrecibn antr• otros fact'oras. 

En al anAliais da protalnas detectables en RJP o an JET• 
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,., proteln•s do auperflci.e de 82, é3 y S5 •=Da pueden 

correlacionarse con las proteJn~• de BB u Bl, ó3 y 5S ~Da que 

roaccion•ron raspecttvamento con el Bó Z o 64 z, 82 Z y 87 Z de 

todo• los suero• probados en lET. stn embarqa l•• protelnas de 

~3, 46 1 39, 32, 28 y Z4 KDa se observaron en al perfil de 

protelna• dv superficie mtnor-itari011mcnte iod\n;;id.Js y podrtan eer 

l•• mi•m•• que fueron prominentemente reconoctda& en lE'. Cfiquras 

~ y 10>. L~ ra:On de quo no hay~n nido detoctadaa on ~tP podrla 

deberse a las ltmltactonos del m~todDI protuln•• que no ewponun 

adecuadamente residuos de Tiro11ina o en mvnor grado Histidln¡a,, 

san minorit•riamente todtnablea. Consecuentemunle no fº muestra 

la reacciOn por auto-radiagrafla debido ~ la eacasa ami&ibn d• 

r•di•ciOn Q•ma. E& po•ible que •st•• protoJnas que no fuvron 

detact•d•• por el mttodo dv RIP se~n de las maa glicosilad•S y no 

e11pcn9an •dacu•d•mente reuiduos de Ttro•ina. Esta posibilidad no 

puede ser desc~rt•d• ya que ae ha encontrado gran cantidad de 

protafnaa Qlicoailadaa on 9Uperficle de trcfo:oJto& de a....._J_i!fl!2J..J...a 

(10SI. Tambi~n ae ha demoatrado qu~ ol residuo 0-Glc-NAc ha sido 

ol principal carbohidrato datect•do en Qlicoprotalnaa con peso• 

molaculares deade 220 • 40 Y.O~ 110~>. Slmllarmento ae ha 

enco~trado que l• banda prottica de 82 KDa detectada con un suero 

de conejo hlpertnmuni:ado corrospondla a una Qlicoprotatna d• 

superficie 11271. Lee autoras, prepararon Ac monoeapvcificos 

contra gl i ccprotatna de 82 t:oa y •n de 

inmuncprecipitactOn detectaron reacciOn con protatnaa de 10~. 30 

y 24 KDa 1127>. La raacciOn cru:•d• da oataa protalnas con la 
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ql J copr-otol n• de 82 t;oa "umonta 1 a poai bi 1 i dt1d de que el 

doter-mln•nte •ntiqentco •o• un c•rbohidr-•to. Por- lo cu•l podemo• 

•u9er-lr- la Jmpor-l•ncta do pr-oteln•~ que no fueron detect•daa con 

loa sueros en RIP pero qug fueron pr-efer-ontcimente r-oconocid.iia an 

JET. Por- ejemplo I•• pr-oteln•• de.53, 4b y 35 KD• fueron 

r-econocld•• por- ol 75 h 1 q¡.7 h y 7~ h r-eapectlv•mente <cuadro 3> 

que 

ruconoclvr-on en JET alqun•• do las pr-otoln•• mencionad••• •umenla 

•u Jmpor-l•ncta. Como se pu•de observar un 1• fJ9ura 10 1 lo• Ac da 

2 de loa auor-o• toatlqoa reaccionaron pr-odominantamente con 

b•nd•• proteicas de 88 0 63, 4b y 35 KDa. En virtud de eat•• 

obal!'r,vaci enea podemoli aeif al •r- qua ya •e• la pr-otel na de 82 KD• o 

la de 4b KDa pueden conatituir•li' Como candidato• par-• ••ludio• 

eptdemiolOglco• 1 •tondo factible su uso como Ag' da faae ablida 

con el m•todo de E~lSA en p•pel o ad•ptarlo para tdentificaciOn 

da Ag en heces. Acerca de e•o, 

al&ctr-.ofor-éottca de &•tas pr-otelna• se podrl•n a.i•l•r- y probar- au 

capacid•d inmuno96nic•• a•t como gu •fecto •n animal•• de 

laboratorio para bu•car- su r-el•cibn con la patoloOl•· Por- otro 

lado, l• eatandar-i~actOn del método de E~lSA en papel, prom•te 

ser- una alter-nativa para laboratorios cltntco•"no egpaci•li2adcs. 

También podr-la facilitar- uatudio• opldemlolb9icoa. 

En •Jnte•i• 1 podemoa BMpr-eaar que no •v habla ••tablecldo 

clar•mente si or•n una o varia• pr-oteln•• de G. lamblla, l•• 

r-econoclde• espacJftca~ento por- los individuos par-asit•do•. Por 

una par-te Edson y Col. Cl28> mostraron que solo una proteln• do 
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88 t~Oa p1·es.onto º" ta Sl•perficie de trofo;:cltos re<Jcctonb con 2 

aueroa do p<ilciontes. Por otr .. parte lJ'\·1or y Wcinman 11:zq> con 

otri' tbcntca iic.>tl.:i.1,¡i.n l•nil protclna de 31-33 1-oa. En ~!!>l11 té-si~ se 

mueo;;tr"' que al reconcc: i mi ont o de Ag por Ac: ante l1na i r1f occ i 6n 

natur•l con el parAaito es. bastante complej"". Encontramos la 

pc•ibilidad de QlUl l""ii dtfercinc:ia<:l cintra los qrupo<a In e 15 no se 

produ;:can pe,. ol ttt1.1lo do Ac. ni por ol reconocimiento do 

conoponentea dct et tosol o do suporflcio del p.arAstto como so 

ob,;u~rva en los resultados con lET y RIP. Es una poslbilldad, y• 

que no ae pudo concluir claramente dcibldo al nOmero limitado de 

mueatr"' en el grupo IA. Ceib& deat•clilr que la• dlfereoclas en la 

intent:;ldad de la• reoicctonea observeda• con sueros dal 9rupo IS 

&UQiaren una variabilidad antigbnica. La diversidad antlQbnica en 

di•tlnt"'• cepas ha aido moatrada por la caractertzacibn de 

tsoen:lm•& (1391 y on las socuencla.a d& beldo deao11irrlbonuclltlco 

(ADNl en alelado• de g. lamb11a 1140,1411. En uno de ésto• 

estudios encontraron que la• diferencia• notada& en el patrOn de 

bdndas de ADN ao reflejaron moderadamente en las protelnae de 

auperflcle <140>. Por lo t•nto para corrobor~r la• ob•ervaclone• 

•• do ben pr"oyoctoa qua perml tan comparar el 

reconocirniento do antl9ono• do diferentes cope<• de (b_l@mbl..!..§.. Se 

debe también rcali:ar en•ayos de 1soe1ectr"oenfoque e lEDD con la• 

bandas mas roc:onocidas por los aueros on les motodoa de RIP e IET 

Un aeQUlmlento de reapuagta serolOgicl' en una poblacibn podrta 

e•clarecor las diferencias entro individuo• a•fntoma.ttco• do los 

que pre•enl•n •intomatoloQI• definida • 
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s.1 Ccnclu•tan•• 

1.-El mttodo de ELISA Pn pap~l permtttb solacclonar uueros con 

alta posttlvtdad a Q. ldmblLl, en nJño5 infectado~ con el 

pilr,.•i to y ofrece perspectiva• en cuanto a diferenciar 

mwdlanta la densidad bptica a los ni No• infectado• de lo• no 

Infectados. 

2.-Con los mttodas radioinmunoprE"cipltactOn e lnmuno1?lactrotrans­

fe'ranci a so 1dentlf1 e aron prate~ n•• del p•rllit. ta que fueron 

raconocld•• por las suaroe da nt~os infect~do• y can alta 

poaitlvldad ~ g. lamblta. 

3.-En ul reconoctmtonto de protaJna• de •UPerficla de trofo:otto• 

por lou sueros de ntNos infectados, no •& encontraron 

diforenctas entre ••intomAttcos y •lntémAtlco• an la• mue•traa 

anall~ad••· 
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Ap6ndlc• 

Amor-tlr;iuador- Fosf,¡,lo-S•llno <AFS> pH 7.~ _.¡ 0.15 M 

NaCI 
KCI 
Fot;;fat.o monob:aslco d..- Potas10 
Fosfato dib~~ico do Sodio 
A9ll_. deslJJoad.!I c:.b.p. 

Amor-liQUAdor Citrato-fosfato pH S 

Foafato dibAstc:o de Sodio 0.2 H 
Ac:ido c:ltric:o 0.1 M c,b.p. p H S 
A9ll• bi dosl J J •da 

Soluc:lOn de SuGtr-.11to par-a F'er-Ollid.uoa <uso inrnedÍalol 

e.o o 
Cl.:? g 
0.2 g 

1. 1:; • 1000 mi 

25.7 ml 
24.3 mi 
50.0 mi 

Adicionar- por C8dA 100 mi d~ amor-liQuador- c:itrato-fosf•to 

Per011 ido de Ui dr-6oQno al 30 .• 
Or-tofenJJandiamina (Sigma, USA> 

Amortiguador- 1,-19-lnhibtdores de pr-oleasas 

f'MSF 
NEN 
Tri :ma 

20•'..I mH 
100 mM 

10 mH 

en tsopr-opanol c-2o•c1 
en ooua destilada 14'CI 
en agua deatllada pH 8.13 

PreparaciOn da gal•• da Puliac:rtlamtda 

Ac:rJJamlda 30 Z - Bi~acr-il•mida 0,S Z - GJlc:er-oJ 30 ~ 

Acr,lamJd• 
U,N' bJsacriJamida 
Gl lcer-C1l 
AQua de~minerali:ada c.b.p. 

Gel S•parador- ~l JO ~ para 30 mi 

Acr-ilamida-btsolC:rJlamidi1-gJJcer-oJ <30Z 1 0.8~! 1 30:'.> 
Tr-ts-b"'se t M pH e.a 
sos al 20 z 
AQUA desmlner-ali=ada 
TENED <~io-Rad, USA> 
Par•ulrato de AmonJo al JO/. 
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41), o ,..1 
40.0 fTIQ 

o.03 ml 
J.50 ml 
4.47 ml 

60.1) .. 
1 •• 

60 mi 
200 ml 

lO ml 
J J .zs mi 
O.IS mi e.• mi 

13,0 ~I 
'"10.0 ~I 



G11l Conconlrildor p<'ro 10 inl 

Acrllilmida-bit>.iic:riloilmida-glic:crul <3úZ 1 o.ez 1 30~> 
Trl•-baae 1 M pH b.8 
SOS al 20 :~ 

Agua desmlnor"ll:ad ... 
TEMED <Bto-Rad, USA> 
Pe!"'Sulf•tc de {\mcnlo el IC1 Yo 

Amol"'tiguadcr para el Gel Espact~dor tAGE Sxl 

Trl:md base 2M pH 8.8 
sos al 20 :' 
Agu~ desmlnorallzada c.b.p. 

Amortiguador para DI Gel Concenlrador IAGC 9MI 

Tl"'i:m• ba6e 2 M pH b.9 
sos al 20 ~~ 

Agua deamlno!"'ali:ada c.b.p. 

Gel Eap¡i.ciador para Gradiente 5-1~ '' 

AGE 5)C 
Agua dest l 1 ad• 
Acrilamlda 30 %-blaacrllamlda 
o.e ~-01tce1"ol 30 z 
TEMED 
Persulfato de amonio .'.!il 10 :: 

Amortiguado!"' para Elcctroforeala 

Trl:m• ba,;e 
Glic:lna 
sos al 20 % 
HC:l fumanle, ajustar 
AQu~ deamincralt;ad• 

Tri::ma b•ti.• 
Glicerol 
Ptrcnin.a V 
SOS al 20 ~ 

a pH 8.3 
c,b.p. 

HCl fumante 1 ajustar pH • b.B 
Agua. bideatllada 0 eatertl c.b.p. 
So filtro en membra.n• mllltpore 0.4~ um 

•• 

5 ' 3.4 mi 
10.85 mi 

2. 05 ml 
• µ1 

17 µ1 

1. 7 mi 
1.23 mi 
(l.1)'5 mi 
7.5 mi 
•:>. 01 mi 
o.os mi 

187.5 mi 
s.o mi 

200. (l mi 

so mi 
4 mi 

100 mi 

15 z 
3.4 mi 
5. l~ ml 

e.ss mi 
4 ... 1 

17 ... 1 

3,02 • 14. 41 • 5 mi 

1000 mi 

1.s1z o 
20 mi 

2 rhQ 
2 mi 

100 ml 



Soluci~n de A::u\ dQ Coom.JKsic- ,;al (!. t ::. 

Het•nol 
Actdo EJcbtico 
A:ul de C:<:som.tssJ1t 
AQua d1?st.1ta.:loJ. c.b.p. 

Soluc:lcnca par.i Oustcnlr GL>low de Foliacril~m1d• 

Hetaocl 
Actdo ~cbtico 
AQua do1>t t l .,da 

Hatancl 
Actclc ac~tt.c:o 
AQUill desttlada 

lgopropancl 
Ac:Jdo acético 
~ou~ daostilad,;i, 

c.b.p. 

c.b.p. 

c,b.p. 

Amo~tiquador para Tranater~nc:Ja 

Trt~ma b~sa (0,2S M> 
Glte1na co. J92 M> 
Metenot •bsatuto 
Aoua destilada c.b.p. 

SoluCion para Tanir P•paJ de Nitrccelula•• 

N•oro do Ami da 
11et.•nal 
Ac:ldc acét:l.co 
Agua de5tllad~ c.b.p. 

•• 

500 ml 
iOO ml 

' . lOíh) «11 

~ºº mi 
100 mi 

1000 mi 

50 ml 
70 ml 

1000 mi 

2~0 ml 
70 ml 

1000 ml 

b,()55 o 
2B,S4 O 

400 ml 
2000 ml 

0.1 Q 
~ ml 

10 !'lit 
100 mi 



Saluc.itin !511 ASB-detorqenteu 

ASB 
Triton x-100 al 10 z 
sos •1 20 ~~ 
A:ida de Sodio ;o.J 10 'Y. 
Aqu• destilada c.b.p. 

Oiluyento de Muestra p~ra Papel de Nitracalulo&a 

SoluclOn !:.i11 ASB-deteroentee. 
Suero bovino decomplemontado 
AFS pH 7.4 c.b.p. 

Solucton Revel•dcr• de Naftcl 6K 

4 Cloro 1 N•ft:ol 
Hutanol 
ParOnldo de HidrOgeno al 30 Z 
AFS pH 7.4 

Bolucionu• par• Radiolodtn•r Trofozolto• Vivos 

AFS 2K - HCt 0.1 N 

AFS 10_11 pH ?.4 
HCl fumante 
AQUa bidea~tlada c.b.p. 

AFS lK - Kl 0, 1 H 

Kl 
AFS lK c.b,p, 

Per01cldo de HidrbQeno al 0,03 'Z 

AFS IOM 
PvrtJ»ido de Hldrbgeno al 30 % 
AQUA bidestil•da c,b.p. 

•• 

4 Q 
4 mi 
2 mi 

130 J.Jl 
20 mi 

200 J.Jl 
100 J,Jl 
960 j.11 

6 mo 
2 mi 
4 ~I 

10 mi 

l mi 
41.!5 µ1 

" mi 

B.3 Q 
~oo ml 

100 ,Ul 
l ~I 
1 mi 



!3oluc16n de Lactoper-otdd•e• lri1g/.ir.l 

L•ctope,-0111 d;11•rt 
AF!3 1011 
Aquit bldewtllitdil c.b.p. 

5olucl6n de Yoduro de Pota•io 0,27 ll'lf1 

t~I 

AFS IO>t 
Aci~1"' t:laut 11 ada 

l~ETT 111 pH 7.4 

NaCl 
EDTA 
Tr-i.B-HCI 
Trlton x-100 

C',b.p. 

Agua bldestilada c.b.p, 

NETT-AS9 al b Z 

1 mo 
100 µl 

1 mi 

4,492 mo 
10 ml 

100 ml 

2.b25 o 
<),94 Q 
3.02 g 

~mi 
500 ml 

ASB 1.2 C1 
NETT 11~ 20 mi 

NETT-ASB al 1 ~ 

nse 1 o 
NETT IM 100 ml 

NETT-NaCl 0.5 H 

NaCl 2. 45 C1 
NETT 1>t 200 mi 

Protefna A-S•ph•r-D•• CL-48 C~h•rmac1• F. Chemicals) 
NETT-ABB al b % 

143 mci 
1 mi 
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