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I.INTRODUCCION

1. HISTORIA

La historia del género Giardiz se inicia con los
dibujos del holandés Van Leeuwenhoeck, basados en las
observaciones de sus heces, que hiciera en el microscopio
disefado por €1 mismo. Estas descripciones fueron enviadas a
Henry Dlderburg, secretario de la Real Academia de Londres,
a partir de 1688, en un didlogo epistolar que durd hasta
1723, en el cual Leeuwenhoeck describid "las maravillas del
mundo invisible".t

Resulta interesante destacar que fue hasta la segunda
mitad del siglo XIX, casi 200 afos después (1859), cuando
Federovic Lambl, al observar 1las heces blandas de nidos,
describio un organismo mévil de 18 a 21 um de largo, por 8 a
16 um de ancho, que presentaba un disco oval anterior, dos
nicleos y una cola de 3 a 4 um. Este autor denomind a este
organismo Cercomonas intestinalis y mas tarde, en 1881, lo
liamé Lamblia intestinalis.?

Existe una descripcion realizada por Cunningham en
- 1872, quien estudié en la India a los enfermos de célera, en
la cual menciona a un "organismo en forma de espdtula,
convexo en un lade y cbncavo en el otro, con apéndice
filiforme de rapida vibracién"; sin embargo, no lo compara
con lo descrito por Lambl y no le da una denominacion
especial, ¥

En 1879, Grassi describe a un organismo de forma oval,
que mide en promedio 7 um de largo por 4 um de ancho, con
cuatro flagelos que emergen de la parte anterior. En el

extremo posterior tiene una prelongacion tan larga como el



cuerpo y en la regi6n anterior, se reconocen estructuras
similares a ndacleos.

Grassi realizdé sus observaciones tanto en heces
humanas como en heces de ratas domésticas y campestres, por
lo que considert que los organismos observados eran los
mismos en el hombre y en los roedores. Asi sugirid que el
hombre se infectaba al ingerir alimentos almacenados en los
graneros contaminados por las heces de las ratas, y llamd a
dichos arganismos Dimorphus muris.

Posteriormente, en 1881 describi® con mayor detalle el

organismo concavo-convexo con una gran estructura suctoria
de localizacién anterior, un eje vertical del cuerpo, y la
presencia de dos nucleos y ocho flagelos. También hizo
mencién de la gran cantidad de ‘'“formas elipticas" en las
heces, sin sospechar que se tratara de quistes del mismo
género; estas observaciones hicieron gue el nombre cambiara
a Megastoma entericum. =
Kunstler, en 1882, se refirié a estructuras maviles en

las heces de anfibios a 1las que denomind Giardia; las
descripciones de Grassi coinciden con las de Kunstlet, pero
la designacién del género Giardia es anterior a la del
género Megastoma, y por lo tanto, los organismos estudiados

por Grassi carrresponden a Giardia entér . Por alguna

raztn no clara se ignoran las descripciones de Lambl.*

La denominacién original de Lamblia fue rescatada par
Blanchard en 1888 quien la 1lamé Lamblia iptestipalis.
Stiles, la designd Lamblia dundenalis en 130Z. Benson, en
1908, cuestiond el origen zoonético de las giardias humanas,
al caomparar las publicaciones de Metzner (1907) de giardias
de conejos y las de Wenyon (1907) de ratones, con los
trofozoftos ¥y quistes de Giardia entérica obtenidas del
hombre.

Benson realizé una descripcion detallada de 1los
trofozoitos como "formas delgadas, mas anchas en la parte
anterior, con cuatro granulos basales en posicion anterior

al polo del nuacelos dnidos al centrosoma mediante un



rizoplasto, los. flagelos. El ‘“cuerpo problemitico" es muy
grande y se localiza en posicidn transversal en el sitio de
origen de los flagelos ventrales". 3 .

Las descripciones de Rodenwalt en 1912, son
probablemente las mas detalladas gue existen del parasito y
estén basadas en observaciones en heces humanas. Menciona
que la longitud puede variar de 10 a 12.5 um, las formas
jovenes son mas largas y delgadas, las formas adultas mas
anchas y gruesas; el disco suctorio o peristomo estd formado
par dos grandes depresiones unidas en la parte media, los
flagelos tienen su origen en los granulos basales. =

En algunas publicaciones se atribuye a Kofoid (1%15) el
nombre de Giardia lamblia. Stiles ® y otros autores proponen
gue fue Stiles guien en 1915, para terminar con la confusién
de entérica e intestinalis, cret la denominacidn binomial de
Giardia lamblia en honor del profesor A. Giard de Paris y
del doctor F. Lambl de Praga. 4

£n la literatura contemporanea se encuentra citada
como: Giardia lamblia por los norteamericanos Yy
latinoamericanos, Lamblia intestinalis por los europeos

orientales y Biardia intestinalis o dundenalis por los

europeos occidentales. *



2. TAXONOMIA

Superreing Eucariote Stainer, 1941
Reino Protista Haechel, 1864
Subreino Protozoa (Golfuss, 1817) Von Siebold, 184S
Phylum Sarcomastiqophora

Honigberg & Balamuth, 1963
Subphylum Mastigophora Diesing, 184é
Clase Zoonastigophora Calkins, 1909
Orden Diplomonadida (Wenyon, 1926}

Brugerolle, 197

Suborden Diplomonadina
Familia Hexamitidae Kent, 1880
Subfamilia Giardiinae Brugerolle, 1979
Género Giardia Kunstler, 1882
Especie Giardia lamblia Stiles, 1915

Esta clasificacion corresponde a la propuesta por
Levine y colaboradores en 1980. ?

Suborden Diplomonadina. Con dos cariomastigontes,
cuerpos con una simetria rotacional o bilateral, en un
género; cada mastigonte con cuatro flagelos, uno de ellos
recurrente, con una variedad de bandas micrctubulares,

quistes presentes, de vida libre o parasita.

Familia Hexamitidae. Ultimo flagelo recurrente por
cariomastigonte, cuatro pares de flagelos, dos nlcleos,
citostoma funcional o no, con o sin disco suctorio; de vida

libre o parasita.

Subfemilia Giardinae. El1 flagelo recurrente yace an el
citoplassa, sin citostoma, lam fibras forman un
citoesqueleto axial con dos axonesas del flagelo recurrente;

~t



sin mitocondrias y aparato de Golgi.  Quistes con pared
quistica delgada y en el interior axonemas y citoesqueleto;

todos parasitos.

Género Giardia. Con disco suctaorio en la region

ventral.

Una gran variedad de vertebrados que incluyen al
hombre, son buéspedes de GBiardia; su clasificacién en
especie se ha basado en caracteristicas morfométricas y de
especificidad de huésped.

Durante muchos afos se dio mayar importancia a la
denominacién y ubicacién taxonémica y se olvidaron los
estudios de transmisién cruzada entre el hombre y especies
animales. ®

En una serie de trabajos encaminados a dilucidar 1la
similitud entre las giardias aisladas del hombre y las de
origen murino, Simon en 1921 determino basado en caracteres
morfometricos, varias especies de Giardia en diferentes
huéspedes; identificé G. muris en ratén, B, microti en rata
y G. entérica en el hombre. 3

Hegner continud 1los trabajos iniciados por Simon y
establecié rigidez en especificidad de especie: G. felis en
gatos, 8. canis en perros, B, muris en ratan, B. microti en
rata y G, entérica en el hombre. Aseguraba que el tamado y
forma de trofozoitos eran caracteres suficientes patra
clasificar las especies, de diferentes huéspedes animales. <

Ademas para explicarse la presencia de giardias
similares"gn diferentes huéspedes, argumenté que éstas
poq(an transmitirse de un huésped a otro, pero gue la
sogrevida en los huéspedes accidentales era corta. En caso
de transmisién euxperimental, los quistes de Giardia de
origen humano gue fueron transferidos a 1los ratones, eran

destruidos por los jugos gastricos de los murinos, *©
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En 1930 se mantenia firme el criterio de especificidad
de especie, se negaba la transmision cruzada entre el hombre
y las mamiferos inferiores y las giardias se diferenciaban
por caracteres morfologicos en las siguientes especies: G.
agilis en anfibios, B. visgaciae y G, varoni en reptiles, G.
iamblia o G. dundenalis en el hombre. G, muriz o G. microti,
G. simoni, B. canis, G. cavie, BG. caprae y G. felis en
mami feros inferiores y G. ardeae y G, sanquinis en aves. **

En 1952 Filice clasificé el génerc Giardia en tres
especies:

Giardia agilis (de anfibias), el cuerpn mas largo que
ancho de 20 por S um, cuerpos mediales fusionados y de gran
tamado. disco suctoric pequedo.

Giardia muris (de roedores, aves v reptiles), cuerpo
corto v redondeado de 10 por 7 um, cuerpos mediales pegquesos
y centrales, disco suctorio de gran tamado que ocupa 2/3
partes del cuerpo.

Giardia duodenalis (lambli1a) o G. 1ntestinalis (en
vertebrados de sangre caliente, aves, reptiles y mamiferos
incluvendo al hombre), cuerps en forma de “gota® de 12 a 15
mm de  ancho, cuerpo medial doble, ubicado en la parte mas
ancha del cuerpo, en forma de "garra” c "colmille®.t2

La primera mencion que oe hace oe glardias de aves,
corresponde a Gonder en 1911 '3, guien reportd la fase mévil
en sangre de halcén {Elanus coeruleus), no encontro gquistes
y le dio la denominacion de Giardia sanguinis.

Nsller, al revisar, en 1920 !4 el contenido del
intestino de varias garzas (Ardea cirerea y Ardetta minuta)
encontrd abundantes formas moviles de giardias, que denominé
Giardia acdeae.

El interés por describir especi2s nuevas en a;/es, llevo
a Katlapn en 1922, a buscar en el conterido del :ntestino de
Lanius coelluris vy del avoceta Recurvirgstra avocetta, las
giardias reportadas por Noller, sin agregar nuevas

especies.'®
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Hegner, en 1929, se enfoco a buscar giardias en dos
especies de halcones, Ardea herodias y Nycticorax nycticorax
naeviue; el hallazgo fue exclusivamente en el intestino, en
donde localizé formas jovenes y no encoantro quistes. Estos
urganismos se distinguen de las giardias del hombres, en.que
s3n més delgados y tienen disco adhesivo de mayor tamafo.
Este autor las considerd como Giardia ardeae segun 1la
clasificaci16n de Nsller y menciona que aun cuando ignoraba
el mecanismo de transmision, deb:do a la ausencia de
quistes, suguirid que tal vez los trofozoftos localitados en
el agua y alimentos, eran 1ngeridos por el nuevo huésped, '°

ta clasificacian de Filice, que propone tres especies
para el aénerc Biardia, coloca a las giardias de las aves
dentro de G.muris y G.duodenalis. Box ' en 1981 cclocsd a
lag giardias de perico dentro de la especie G.dupndenal:s en
la raza psittaci.

Estudins de microscopia electrénica de glrardias
obtenidas de ntestinos de perico ‘Melopsittacus ondulatus),
proponen la enistencia de une nueva especie  denominada
Giardia psittact por el hecho de que la pestafa flanco
ventrclateral que rodea al disco adhesivo se encuentra
incompleta, en el wmargen lateral y anterior.

Probablemente esta nueva especie no sélo se localiza
en los pericos, sino en el resto de las aves, de tal manera
que estas al albergar una especie diferente a la humana, no
padrian ser fuente de infeccion para el hombre, como fueron
constderadaz por Georgi., '7

Ademas existe la hipdtesis de gue estas presentan una
lines evclutiva divergente de la especie G.duodenalis del
hombre y los mamiferos.:®

Dentro de las novedades de clasificacion de
protozoarips, se cuenta con la tarxonomia hioguimica.

Bertram *?+2° jntrodujo los zimogramas al estudic
comparativo de cultivos axénxcos de Giardia, aislados del

hombre, gato, cobayo y conejo.



Mediante técnicas ispenzimaticas en gel de
poliacrilamida, de seis enzimas, se 1dentificaron tres
grupos de patrones estables de zimodemos: &1 zimodemo 1
1ncluye dos cepas humanas y una de gato: el zimodemo 11, una
cepa de cobayn, y cimodemo 111, otra cepa humana y ctra de
caneja.

En algunas ocasiones el zimodemo coincidid con la
especie clastficada marfologrcamente, perc en otros nos
Bertram recomienda el criterio de Filice de tres especies y
la taxonocmia irioquimica para mavor caracterizacion e
identificacian de G.duodenalis, porque se demuestra que las
dimensianes vy el norigen de los trofozoitas no  son
aufizientes para su clazitficacion,

Tamb:en se prueban  evidenciacs de transmision cruzada
entre el hasbre y especies aninazles inferiores y se sefala
que un mismo tipu encimatico y morfolog:iro puede parasitar a
varias especies animales, y gque las ulardias aisladas de
humano can igual tipo morfologico pueden wresentar un petron
enzimatico distinto.

Otros criterios biogquimicos, como el andlisis de
endonucleass de DNA de 195 cepas de dxardia aisladas en
cultivos exénicos, 11 humanas y 4 ae mamiferos inferiores
{dos de castor, una de gato vy otra de cobayao), revelan nueve
diferentes patrones que muestran que no existe correlacion
entre la cepa aislada vy el huésped de origen. En estos
estudics una cepa de castor y dos cepas humanas presentan un
patron de endonucleasa diferente a los de las otras seis
cepas. Los avtores argumentar gque posiblemerte la disparidad
en el handeo de endonucleasa pude corresponder a diferencias
antigénicas en el mismo organismo, asi como sucedieria en el
case de encontar similitudes.®t

Los #studics de movilidad electroforetica de Smith 22
trataron de correlacionar las cepas aisladas de diferentes
zaonas geogrdficas con un  determinado patrén de corrimiento
electrofarético. Sus resultados mos traron grandes

similitudes entre las cepas humanas y las de animales



domésticos y silvestres, lo gue hace suponer gue no hay un
‘organismo estdndar para realizar estudios comsparatives o
simples y que pueden e:istir diferentes fenotipos para la
misma especie.

Para la tipificaci6n serclogica de cepas de G.lamblia
se han wutilizado dos anticuerpos monoclonales, especiticos
para flagelo y dos para disco adhesivo, lo que ha permitido
encontrar diferentes serotipos dentro del mismo t:ipo
morfolégico.=3

Meyer, uno de las primeros investigadores que logré
establecer cultives axenicos, coneidera que un  caracter
diferencial de gspecie, seria =1 hecho de que 6,ducdenal:s,
Aizlada del hombre y de mamiferos inferiores, es la unica
gue  ha e1do  cultivada "in  vitro" y mantenida an el
laboratoric por tiempos prolongados, #4.23

El manterimierto de giardias en cultivo de celulas ha
sermitido observar gque G.muris no crec16 en las lineas
celulares ¥ G.lamblia si. 24 | as condiciones de culti/o de
G.muris son muy restringidas y especfificas. vy tal ver
podrian ser consideradas cuomo un cardcter de espec:e, =7

Por otra lade ohservaciones clinicas sobre el patron de
eliminacion de Qquistec de huéspedes parasitados =2n forma
natural, marcan que la eliminacién intermitente de pardsitos
se presenta en el hombre y en algunos mamiferos inferiores,
a diferencia del patrdn continuo de expulsidn de pardsitos

que s0lo se presenta en las especies murinas.?@



3.MORFOLOGIA

Durante gran parte del siglo pasado y del actual, los
estudios morfologicos de los trofozoitos y quistes de
Giardia, han sido enfocados a definir con precision los
camponentes estructurales. su localizacion vy aricen dentre

de la célula y su correlaciéon funcional,=°

TROFOZOITO.Organisme en  forma de "gota” o “lagrima"
con marcada cimetria bilateral, el extremo anterior es ancho
v redondeado, el extremo pasterior termina en punta. Mide de
12 2 14 pw de largo por 7 a9 junde ancho y | a 2 um de
espesor. La comparacion de medidas de longitud entre varias
tepas axénicas muestra una diferencia que no excede de 0.5 a
1.0 pm, debida probablemente que los trofozoftos sin cuerpo

medial son mads pequedos que los que si 1o presentan, 22

Hembrana Citoplasmatica, un gran numero de
glucoproteinas de superficie pueden ser detectadas mediante
tectinas, *® Por digestion con glucosidasa se ha demostrado
e N-acetyl-D-glucosamida como  1mportante componente no
polimerizado de la membrana.

La localizacion de lectinas ~aglutinipa de germen de
trigo (WGAY, aglutinina de germen de trigo succinato (S-WGA)
y aglutinina de tomate (LEAY- unidas a glucosidos de
superficie, ha permitido la identificacion de trofozoitos
WGA () en el BOY y trofozaitos WGA (-) en el 20%, mediante
los tecnicas de Western blot, en varias cepas de cultivos

axénicos. 3t

Flagelos., Los trofozoitos presentan ocho flagelos,
dispuestos en cuatro pares simétricos, dos antero-laterales,
dos postero-laterales, dos ventrales y un par caudal. Estos
t1enen su origen en ocho cuerpos parebasales 3% cplocados
simetricamente a los lados de la linea media, a la altura

del borde superior de los nicleos.



Los flagelos se inician en el citoplasma como
axonemas, formados por un qrupo de microtabulos en un
circulo externo de nueve pares y dos pares centrales
(922),diferentes a los microtubulos de los cuerpos
parabasales que son 9x0,32

El cuerpo de tres pares de flagelos tiene direccion
antero-pasterior y sélo uno de los pares va en sentido
anterior. Los axonemas atraviesan el citnpiasma y salen
fuera del cuerpo, cubiertos con una vaina de membrana para
formar el flagelo libre. Los flagelos ventrales tienen una
aleta extendida a todo lo iargo. 33 pAgpciadas a los axonemas
antero-posteriores, estan dos  laminas de microtdbulos
orientadas paralelamente, y compuestas de 10 a 20
micratubulos s:tuados a los lados, correspenden al axostilo

visio en e8] microscopio de luz,

Diaco adhesive. No es simétrico bilateralmente, aungue
fue descrito como formado por dos lébulos. S+34 Esta
integrado  por microtubulos espirales que siguen las
manecillas del relos v desvian a wuna zona central de
transporte vesicular, llamada "zona desnuda®" *°, En el disco
se localiza una abertura posterior ‘donde los flagelos,
ezpelen fluido desde la cavidad bajo el disco, hacfa el
canal ventral y exteriaor.

El disco mide de B a 10 um. Recientemente la
electroforesis en gel de poliacriléﬁida 38 ha permitido
identificar dos proteinas del citoesqueleto del disco, una
con pesa molecular de 54,000 daltones y otra de 20,000; la
primera compatible con tubulina de tipo alfa y beta y la
seguna, de menor peso sin  identificar. Estas proteinas
forman los microtubulos y las microvarillas del disco,
axonemas y axostilo. Ademas la prote{na giardina constituye
el 207 del disco- 3¢ La membrana citoplasmatica que cubre
al disco adhesiva, presenta lectinas con una 1mportante

funcién en los mecanismos de adhesidn del parasito. 37



Pegtafa o flanco ventro-lateral. En el borde del disco
adhesivo se localiza el flanco ventro-lateral que lo
delimita, el cual es considerado de naturaleza flesible 34,
con un papel contractil. Esta formada por dos placas
paracristalinas de proteina de tipc actina, alfa-actina,
miosina y tropomiosina, 37
Morfologicamente consiste en una extension del

citoplasma 3% de la porcidn dorsal de la per:feria, mas alla
del borde del disco. Se le atribuye una funcion de adhesidn
al enterocito, gue facilita el 1ntimo contacto entre el
pardsito y las microvellosidades del huésped. En el modelo
hidrodindmico de Holberton 3 se sugiere que la fuerza de
succidon del  disco podria  ser contr - ada por le pestafa,
e.plizando la flexidn y evtensi6n de otras estructuras,

En el caso Jde G. psittaci, en donde la pestada ventro-
lateral estd incompleta, se considera gue el disco adhesivao

o> suficiente para mantener el atague al enterocita. '°

Cuerpos mediales. Denom:nados “'cuerpus preblematicos™s,
"cuerpgus misterioscs” Y, POt su naturaleza de estructuras
intracitoplssmaticas transitorias, que pueden estar
presentes o no. La microscopila electronica ha revelado que
son microtubulous curvados que se extienden de lado a lado,
veniralmente, por debajo del! disco adhesivo, constituidos
entre & y 14 microtubules que semejan un monticulo de 2 um.
de didmetiro, presentes del 47.8% al S534.9% de los
troufozoitos, =

La morfologia de los cuerpos mediales constituy® un
caracter esencial para la clasificacion er especies de
Filice *®, 5, ayilis Ll:iene dos cuerpos m=diales alargados,.
comp una clava en forma de baston; 6. muris los presenta
pequefos y redondeados, en un par muy cerca uno 2el otro, y

en G, dyu nalis son dobles o sencillos en forma de “garra"

o "colmillo® cruzando el cuerpo del trofozoito. A estas

estructuras se les ha asociado con las siguientes funciones:

[t}



a. divisiéon celular, porque desaparecen durante la divisién
binaria transversal vy no estan presentes en los trofozoitos
jovenes. 37

b. reserva de lipotroteinas, relacionadas con la
construccion del disco adhesivo en las cflulas hijas.3®.37
c. soporte de la regién terminal, donde no hay disco

adhesivo.*®

Nicleos. En el citoplasma se encuentran dos nlacleos
ovoides, con endosoma central bien diferenciado, condicién
que da a los trofozoitos un aspecto de "cara". ® La
presencia de dos nidcleos en el orden Diplomonadida no esta
claro, parecen dos células asociadas en una, como si la
division binaria no hubiera concluida. 41

Los nuclens, de gran tamafo, ocupan un cuarto de la
longitud y dos tercios del ancho de la célula y se localizan
por debajo del disco adhesivo, en la porcién mas ancha del
cuerpo. La membrana nuclear es delgada, de 300 a 600

Angstrams (A), con poros y cubierta por ribosomas.

Citoplasma. Estd constituido por gran cantidad de
granulos, unos denominados “grandes" de 300 A, de aspecto
denso considerados como glucogeno, otros "pequenos" de 150 a
200 A de aspecto claro que corresponden a ribosomas.
Presemta reticulo endoplasmico rugoso, no hay aparato de
Golgi 32.40, reticulo endoplasmico liso, ‘'cueypos de
pigmento" ni mitocondrias, tiene estructuras parecidas a
lisosomas que pueden acumular ferritina.4®

Ademds contiene gran namero de vacuplas ovoides vy
circulares limitadas por una membrana, se encuentran
localizadas en forma de hilera, en la periferia dorsal y
ventral 4°, a excepcitn de la zona del disco; su tamafo
varia de 100 A de ancho por 100 a 300 A de largo; estan
interconectadas formando una red de canales
intracitoplasmaticos que conforman el sistema digestivo del
parasito. 4



En G, muris existen unpos cuerpos intracitoplasmédticos
de 240 nm de ancho, por 600 a 1400 nm de largo que parecen
independientes del contenido del citoplasma; aparentemente
estos cuerpos estan ausentes en G. lamblia. Fueron descritos
por primera vez por Nemanic ** y considerades bacterias
endosimbiontes, localizados en trofozoitos y quistes; se ha
sugerido que podrian participar en la patogenicidad 3°.43
también considerados semejantes a virus >3 porque los
trofozoftos que los contienen muestran alteraciones

citoplasmaticas, que sugieren pérdida de viabilidad.29

QUISTE. Aunque fueron observados y dibujados por Lambl
en 1B59 y Grassi en 1881, se atribuye a Perroncito *%, en
1887, el haberlos relacionado con trofozoitos, en individuos
con diarrea.

Los quistes pueden ser esféricos u ovales, con 17 um de
largo ¥y 12 um de ancho. Estan presentes, en gran cantidad,
en las heces de individuos con diarrea. Estos son expulsados
por el huésped contenidos en la materia fecal, para
diseminarse ampliamente en el medio ambiente.

La sintesis de la pared quistica es un paso esencial en
la diferenciacion de trofozofto a quiste; la presencia de
lectinas de superficie WGA (+) y WGBA (=) en trofozoitos
podria corresponder a dos subpoblaciones, en un proceso de
diferenciacién hacia la formacion del quiste. 32

Los trabajos de Ward 4= demostraron, mediante el empleo
de quitinasa, que la quitina es el polisacarido de la pared
quistica. Esta pared esta estrechamente unida a la membrana
citoplasmatica, con un espesor de 0.3 um *° p de 0.15 a 0.25
um e, es suave y lisa, no presenta hoyos, poros,
depresiones o arrugas y estad constituida por una malla
fibrosa, mezclada con parti{culas finas.

For debajo de ella, las vesiculas periféricas parecen
contener material secretor, eventualmente utilizado para
fabricar la pared del quiste. Estas vesiculas se unen para

formar una laguna periférica muy grande, gque cuando se



completa, rodea todoc el organismo y @5 conocida como sistema
lacunar. *2  §in embargo, Scheffield 4*° descartd a las
vacuolas periféricas como secretoras de la pared quistica,
porque estas permanecian después de haberse formado el
quiste.

Durante el enquistamiento, el disco adhesiva se
fragmenta y se esparce en el citoplasma; ademas se observan
los microtdbulos, las microvarillas y los restos de la
cresta del disco. Los flagelos y axonemas son enrollados y
colocados en posicion central. =7 No se ven los cuerpos
mediales, que aparentemente desaparecen durante el
engquistamiento, *® aunque la microscopfa electrénica ha
mostrado estructuras parecidas*”. En el area central se
encuentran restos de cuerpos parabasales.

En la actualidad <e ha confirmade 1la naturaleza
flexible del quiste que puede adquirir forma cuboide,
esférica, oval o eliptica, **

Estudins descriptivos de gran detalle distinguen cinco
tipos de quistes '°: normales, con pared lisa y retraida;
con contenido muy retratde; guistes de pared dilatada con un
organismo dentro de &1 y quistes de pared dilatada en cuyo
interior se observa un organismo en forma de trofozoito.

Las preparaciones en fresco pueden contener quistes
completos gue son facilmente identificables, 4° perg también
pueden existir tormas atipicas, con el interior muy
retraido, que es posible confundir con otras estructuras y
que se denominan “"quistes fantasmas". 47

En el 1nterior del quiste se observan de 2 a 4 nucleos
envueltos en una membrana nuclear, nucleoplasma denso y
endosoma central bien marcado; la mayori{a de los quistes son
tetranucleados, indicando que la primera division se ha
llevada a cabo. Carecen de mitocondrias, reticulo
endoplasmica. aparato de Golgi y lisosomas. En el interior
se cbservan dos tipos de estructuras que no se identifican
claramente: (1) masas radondeadas en varios sitios del
citoplasma parecidas a las estructuras estriadas de la



pestafia ventro-lateral, (2) lineas densas curvadas o en
angulo, agrupadas y colocadas ‘en la periferia que tal vez
corresponden a elementos del disco. 4° Agi mismo contienen
estructuras redondeadas, consideradas por algunos coma
endosimbiontes., 3

Mediante €1 usc de la microscopia electrénica se
demostro que los quistes de Giardia, de diferentes
huéspedes, son indestinguibles entre si. ®°

En afips recientes se han desarrollado varias técnicas
para conecer la viabilidad de los quistes y su resistencia a
factores fisicos y guimicos del medio ambiente, que pudieran
estar relacionados con la capacidad infectiva. La prueba
tintoreal de eosina tiAe de rojo intenso dnicamente a los
quistes no viables ', donde los guistes viables no permiten
la entrada del colorante. Otros trabajos muestran que los
quistes viables tienen afinidad tintoreal a flurgesceina y
los quistes muertos a coloracion con propidium. Los autores
de esta téncica opinan que ademds de ser utilizada como
criterio de viabilidad podria usarse en la clasificacion de
cepecie, porque 1la morfalogia interna en los quistes de

Giardia lamblia difiere de la presente en G. muris. 52

A. METABOLISMO

Giardia lamblia es un parasito habitante del duodenc e
inicio del yeyuno, que tiene caracteristicas aertbicas vy
anaerébicas, ya que respira en presencia de oxigena y es
considerado aero-tolerante o microaerofilico.

En su respiracién no produce hidrégeno molecular. La
respiracién enddgena es estimulada por glucosa y no por otro
carbohidrato; su metabolismo estd basado en la glucdlisis,
que lleva a la produccién de acetato, etanol y CO2 (Figura
1), =3

La detecci6n de varias enzimas que participan en las
vias metabéilcas de los carbohidratos, denmuestra que. el
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metaboiismo energético de este protozoario es fermentativo.
El parasito carece de mitocondrias y de enzimas
mitocondriales, por 1o tanto no realiza ciclo de Krebs, no
hay citocromos, ni evidencia de fosforilacién osidativa. S
Parte del metabcolismo de G. lamblia se conoce gracias
al desarrolle de los rcultivaos axenicos. Las variaciones en
los compunentes de los medios de cultivo han detectado
aspectos de los requerimientos nutricionales de los
trofozoltos. En este aspecto se ha desmastrado la necesidad
de L-cisteina, no s6lo com= agente reductor, sino también
zomo componente esencial, va que l& ausencia de asta
disminuye el crecimiento de los trofoczoitos e impide la
farmaz16n de mopocapas adheridas a la pared del tubo de
cultivo. =9
El radioinmunoensaya ha permitido reconocer en  los

treforoftos de G. lamblia humana la presencia de
calmodul ira, proteina de un FM de 16.7 D, encontrandose en
toncentraciones de 176 a 240 ug de zalnodulina  /gramo de
trofozoitos de cultivo, Esta proteirna es un receptor
:cimento de los

ieporante de  Ca++, indispencabla pars el
traforoltos, 1o que hace penser que  intervenga en  gran
namero de funciones orgdnicas, come sucede con otros
eucarintes.Be K .

La calmodulina es una proteina utilizada en el transporte de
Ca+t a través de la membrana, ya gue se ha demostrado gue
lzs  antagonistas de calmodulina inhiban el transporte

transmembranal de ezte i6n.S?
$. DIVISION CELULAR

Lasg primeras observaciones sobre la divisidn celular
mencionan gque el proceso se& 1nicia en el ndclea, con la
fragmentacidn del cariosoma, que se divide en partes iguales

para constituir los nicleos de las células hijas. S




El concepto  de divisién celular de un “zonoide' .que
origina "dos zonoides hermanos”, mediante una particion
longitudinal, fue establecido desde principios de ecste
sinlo,.

La multiplicacion de @iard:ia, poc tratarse de un
parasito unicelular, era considerada tradicionalmente comc
1a "particion de la colula adulta para dar dos celulas
hijas", La euplicaciér nue se daba & la presencis de cuatro
.nucleos en el auiste era jue el enguiztamiento se llevaba a
cabo cuando lcs ronoides nermanos estaban en divicion y el
quiste se formaba antes de gue se completara el proceso. S®

.08 minuciosos v multiples estudios en estos pardsitos
prover:entes de heces humanas, realizados por Simon =
permitieron conocer que la cromatina nuclear de eetos
farasituz se fragmenta hasta en ocho cromnosomas, gue se
celocan en una nlaca’ ecuetor:al v que subsecuertemente se
sitaan en D2ares, antes de separarse por partes 1guates, en
1ns nuavos nNUCieos.

Trabajos actuales zedalan cue el enquistamiento se -
origina en un troforotio tinuclexde y que hasta despues de
farmada la pared del Guisve, sucede la division, para dar
origen al quiste tetranuclieade. 2237

La observacitn del proceso de desenquistacidén "in
vitro" ha permitido conccer que de cada quiste tetranucleado

se ariginan dos traofozaftos hijos. #°

6. EPIDEMICLOGIA

1, FREVALENCIA., SGiardia lamblia es el protaorzoario
intestinal que mas se identifica en los evamenes
coproparasitoscdpicos (CPS). *'. En una revisisn que reune
37 trabajos de 14 estados de la Republica Mexicana **, se

muestra &he B, lamblia ocupa el primer lugar con {8.98% del



total de 'CPS positivos, presentandose el mayor porcentaje en
prepscolares y escalares.

FPublicaciones posteriores en México reportan 4.5% en
poblacion adulte con ducdenitis y acidez gastrica narmal «3;
16.22% en la zona lagunera **; 14,8 por ciento en
poblaciones escolares del Distrito Federal #%; 18.9% en una
escuela secundaria de Jztacalca **; 28.9 % en un estudic
realizado en e} Estada de Nueva Lebn ©7; %8.0% en nifos con
diarrea cranica en un hospital de 12 Ciudad de Ménica 4%;
13.9% en la poblacion infantil del estado de Fuebla #%, y
70.0% en una escuela primaria del Distrito Federal. 7@

ta giardiasis se encuentra ampliamente distribuida; no
esta limitada a patlses troupicales. ez6ticos o de tercer
munda,7? Se encuentra en forma endémica y epidémica en
diversos estados de Estados Unidos de Narteamerica 72-7¢, an
el Reirn Unido *”, en los pafses socialistas %% vy en

localidades fr{as coma Canada, Yukon + Groenlandia, 79

2. MECANISMO DE TRANSMISION. La girardiasis es una
protozansis cuya transmision  esté relacionada con el
fecalismn; las formas infectantes (gquistes tetranucleados)
se localizan en las heces de los huéspedes naturales. Puede
ser transmitida por la ruta fecal-oral entre hombre-hombre,
o entre el hombre y diversps animales domésticos o
silvestres.

Los quistes pueden ser transmitidaos por &l agua
cantaminada de rios, norias, poros. canales de riego,
manantiales naturales, agua potable entubada y por los
alimarntos econtamidados.

Se ha demostrada la transmisién directa mediante la via
ana~mano-baca en guardertas, centros de entermos mentales o
simplensnte, en las casas habitacidn donde hay hacinamiento,
Las condicianes que favaorecen la ¢transmisiéon de la
giardiasis son multiples y la sostienen en una alta

prevalencia en la poblacion humana:



a. Diseminacién de quistes por individuos
asintomaticos. E1 seguimiento, durante ocho semanas, de
nifos infectados, con buen estado general de salud y
nutricional, demostré tres patrones diferentes de
eliminacion de quistes: 7®.®o

ALTO: de 500 a 2000 quistes/mg de heces, en el 9t% de
los CPS, con un maximo de 42 millones de quistes/dfa.

BAJO: de 10 a 100 guistes/mg de heces, en el 40% de los
CPS positivos, alternando con periodos de CPS negativos.

MIXTO: con alternancia de alta y baja, en el 65% de los
CPS positivas.

Estos estudios han permitido demostrar que un individuo
puede eliminar hasta 9.8 por 104 de quistes diariamente, y
que la infeccion puede permsnecer durante tres semanas, por
lo cual la diseminacifon es amplia y la probabilidad de que

otros individuos sanos se infecten, es alta.

b. E!l numero de quistes que un individuo necesita
ingerir para infectarse es muy bajo; desde 1954 se conoce
que de 10 a 23 quistes fueron suficientes para iniciar una
infeccion en el 346.4% de los voluntarios humanos estudiados
®%: con 100 quistes se logré infectar al 100%, con periodos
prepatentes de 6 a 11 dfas.

LLos trabajos que tomaron como modelo a voluntarios
humanos, bajo condiciones higiénicas y de alimentacion
controladas, demostraron que los sujetos que ingirieron un
quiste, no se infectaban; con una ingestién de 100 quistes
@l periédo de eliminaciéon de quistes se acorté a 9 dias, y
con dosis mayores de 10,000 quistes y menores de 1 000 000,

el periodo prepatente fue de 6 a 11 dias. 9=

c. El agua es un impartante vehfcule de diseminacion de
Giardia. En @l mundo serias epidemias se han asociado con
la contaminacién del agua por excretas. En los Estados

tr
ol



Unidos de Norteamérica se piensa que el 25% de los brotes
epidémicoe se originan mediante este mecanismo. 72.73.03.84

Deber tomarse en cuenta las diferencias en cleot:inacién
y filtracién que cada tipa de agua requiere para csar
potable, de donde resulta todo ur reto controlar las
condiciones de pH, turbidez, temperatura. tiempo de ccntactc
y dosis dz los desinfectantes., ==-®7

En ocasiones la purifiaci¢n del agua solo se obtiene
con una hiperclorinacion de 3 mg/literoc, durante una hora,
dosis gyue puede ser té:rica para el hombre; las cantidades
habrtuaies de 0.5 a 0.B mg/litro resultan insuficientes. 7=
Se tiene que considerar que los quistes de G. lamblia
permanecen viables a B88C durante 16 dias 24, que pueden
vivir a4 temperatura de 49C, hasta por dos meses ©2 y
sepertan clorinaciones de lmg/l

Un_QQﬁ de 1a efectividad de la destruccion de qu.:stes
e logra con sustancias como haleosone, giobtotine v tinte-a
de yodo al  2%. Sin  embatrgo, =1 ma2jor método de

ester1lizacion del agua es 1a ebull:cion, 73

d.  Transmision por  &limentosz. Este wmecanismo  se
demnstré en una egpidemia sufrida en una esscuela, donde todos
los profesoree  tomaban sus alimentos en  un comedor comuns
todas cursaraon con diarrea de 10 a {46 dias y se pudo
demostrar el parasito en heces. 2%

Asimisma, Jackson 99 por comunicacién  personal,

menciona el hallazgo de guistes de G. lamblia en frecas.

e, Las moscas domésticas (Myeca domestica) no son
buenas transmisoras de quistes. Esto se demostrd en
experimentos realtzados con 1& voluntarios humanos oue no
lograron infectarse al ingerir alimerntos contaminados con
quistes de G. lamblia, mediante las patas de moscas

domésticas. 92



f. La transmision directa ano-mano-boca sucede en
condiciones de hacinamiento y malos habitos higiénicos. En
establecimientos como las guarderias, la giardiasis se
presenta cono 2] padecimiento numera uno. 99.°¢

Un estudio realizado en 30 guarderias de Texas 7!,
evidenci® la presencia de quistes de G. lamblia en el 72.47%
de los niAos. Un trabaj)o similar gque se llevo a cabo en 40
guarderias de la Ciudad de México, en nifos con edades
comprendidas de 40 dias a 3§ afos 1l meses; mostro un 35 % de
niAus pusitivos & guistes de G. lamblia en heces, con
condiciaones higienicas deficientes vy un 79.2%Z de rifios con
desnutricion de primer y sequndo grado. °2

Datos muy parecidos se obtuvieron en una quarderfa con
namero reducido  de nifcs (60 nmidos)  y buenas condiziones
kigiénicas, dande los guistus de G. lambklia se
indentificaron en el 47,70 de los CPS realizados en nifios
acintomaticos, °% ’

Este tipo de transmision tambien se presenta en hogares
donde hay malos habitos higienicos, que ocasionan la
diseminacion itnterfamiliar. ®% Asimisano, existen reportes de

transmision oral-anal ertre :individuos homosexuales, °=

g. La giardiasis esta asociada con la *“diarrea del
turista”. Individuos que viajan a lugares distintos de su
sitio de origen, presentan en forma explosiva, malestares
gastrointestinales, 15 difas después de su regreso, con

eliminacion de quistes de G. lamblia. ®e-1oc

h. Extste la transmision cruzada de G, lamblia humana
con otras especies animales. Frobablemente las praimeras
observaciones de este ferdmeno fueron realizadas por Grass:
en el siglo pasado; dstos trabajos fueron olvidados y luego
Simon los retomd * y Hegner los continue *°, Dichas
observaciones permitieron clasificar a las giardias de
acuerdo con la especie de huésped infectado y establecer el

"



criterio de especificidad del wmismo, el cual se .aantuvo
rigido por muchos ados.

A partir de 1978 Grant y Wao retamaron el tema vy
dempstraron gue los gquistes de G, lamblia obtenidos gel
hombre, pueden nfectar a ratones de laborataric v a
animales domésticos., 192

Hasta la fecha eiisten dos grupos en opesicians  uwno
considera a la giardiasis como una zoonasis *®- 102, 103-108
y apoya el significado potencial de los animalas domésticos
y silvestres como hugspedes naturales de Giardia. y par 1o
tanto, como fuente de infeccion para €l hombre. E1 atro
grupo apoya la especitficidad de huesped y no cansidera la
transmiston cruzada entre &l hambre y los oamiferos
inferiores. *=

7. PATOGENLA

Los quistes tetranucleados inger:idos por el huésped, al
pasar al estoémago, sufren la induccion de desenquistacion,
por accién de las enzimas y el pH acida (1.3 ~ 2.7 ) de los
jugos g&stricas y la  temperatura de 379C. £n  este primer
paso se presenta flewibilidad en el quiste y mavilidad del
pardsito en &l interor,

La desenguistacidn ccurre al pasar al duodeno o yeyuno
con un pH mas  favorahle (6.8 - 7.2, condiciones bajo las
cuales se rompe la pared del quiste en un polo y se inicia
la salida de un par de trofozolitos, que permangcen unidos
por  algunas horas, antes de ¢olonizar la wmucosa del
intestino. °

€1 dafdo que las trofozoftos producen a su huédsped se
arigina a través de los siguientes mékanxsmcs:



1. Adherencia del trofozoito. Una de las primeras
evidencias de que la fijacion del parasito a la mucosa del
intestinc producia lesiones, se abservé en un caso mortal de
bxardiasxs, en el gque la autopsia revelo gran cantidad de
trofozottos de G6Giardia fijos por el peristomo en zonas de
importante ulcerarcion,

Las primeras deducciones no asaciaron ia fisiopatologia
observada, con le presencia de los trotozoitos. t°o° Traba
Jos popsteriores sugliieron gque la adherencia de los
trofozoitos padria interferir con 1a absorcion, sobre todo
porque los pacientes meloraban considerablemente, después de
la erradicacion del parasito, t:¢

€l pardsito presenta tropismo hacia la mucosa del
duodeno y yeyuno, el total d&l cuerpo del parasito bloguea
tres celulas epiteliales y deja un espacia entre los
enterocitos v el disco adhesivo, que no contiene material
alimenticio.

La superficie doarsal del pardsitc queda hacia la luz
del intestino vy muestra gran cant:dad de vacuclas con
funcién pinocitica '**, E]l epitelio intestinal aumenta su
cubierta mucoide, en respuesta o la adherencia del parasito;
las microvellosidades se ramifican, presentan huecos en la
base e 1ncrementan sus “cuerpos densos” (probablemente
lisosomas) ., 10«12

Infecciunes experimentales con G. muris permitieron
observar que los trofozoitos colonizan el 25% del intestino
proximal y se adhieren a células columnares, pero no a las
células M ‘celulas que transportan antigenc particulado y
soluble, del lumen, 21 sistema linfoide asociado con el
intestina) .X®

Estudins de microscopla electrénica han demastrado aue
los troforoitos de G, lamblia se establecen sobre la
superficie de las micravellosidades intestinales, desde la
porcisn media, hasta la porcién libre de microvellosidad, en
una imagen como “"sombrilla" que cubre y guarda una relacién
intima con la superficie del enterocito, apoyados en los



flancos ventro-laterales que estan embebidos en el borde del
cepillo, sin penetrar a la lamina propia.

Las células espiteliales se conservan {ntegras, con
mitosis normal, poca vacuolizacién, escasa inflamacién vy
pocos eosintfilos. 3

Existe controversia sobre si los trofozoitos de
G.lamblia son o no patdgenos; una corriente sefala que no lo
son, apoyada en el dado minimo que se observa sobre los
enterocitos afectados, mientras que otros afirman que existe
un dafo serio y alteraciones considerables de las funciones
en ese nivel. 39. 114, 118

Los mecanismas a través de les cuales se lleva a cabo
la adherencia de los trofozoftos a las microvellosidades del
enterocito, intentan ser explicadas mediante cuatro teorias:

a) la de Mieller propone que el pardsitoc se adhiere
mediante movimientos contractiles y heliocoidales, donde el
disdmetro del disco varfa de tamamo. '«

b) La de Holberton centra en los flagelos ventrales la
fuerza que crea un sistema de valvulas, facilitando 1la
adherencia mediante una succi6n cantinua por parte del
disco. =

c) La de Erlandsen sugiere que el flanca ventro-lateral
posibilita la adherencia mediante un mecanismo de compresién
contractil. 7

d) La de Farthing y col. supone la demostracién de
lectinas de membrana con especificidad a residuos D-glacosyl
y D-manocyl presentes en el enterocito que podrian ser

receptores en el sitio de colonizacién. e

2. Deficiencia de Absorcién. La asociacién entre
trofozoftos de G. lamblia, con 1la deficiencia en 1la
absorcién de grasas, se reportt desde 1939 en el estudio de
un nifo de dos aAos que mostraba signos y sintomas de
enfermedad celiaca *3®, condiciones clinicas consideradas de
dificil diagnoastico diferencial, no asociada a

giardiasis.*'®



Se discute sobre si G. lamblia es causante de
deficiencias de absorcién intestinaly sin embargo, se
reconoce que todas las enfermedades que alteran la
integridad anatomo-funcional de la porcion  alta del
intestino y dadan el epitelio columnar que recubre las
microvellosidades, modifican en forma importante la
absorcién de carbohidratos y protefnas a ese nivel. Esto
lo sustentan trabajos estadisticos donde se muestra que hay
diferencias en la concentracién de D-xilosa, proteinas en
sangre y talla baja, entre niAos que albergan el parasito
yaun sin presentar manifestaciones clf{nicas, y los que no lo
albergan, t14.120

La absorciéon de lipidos se realiza principalmente en la
parcién distal del duodeno e inicio del yeyuno; 2 @,
lamblia se fija en esa region vy altera la capacidad para
absorber grasas, lo cual se traduce en esteatorrea en los
individuos infectados. 32 1= La cantidad de grasas
eliminadas con las heces, de niAos con G. lamblia es de 10.2
gramos/dia, cantidad que disminuye a 4.6 gramos/dia después
del tratamiento antiparasitario. 1= Estos resultados
contrastan con las experiencias en niAos brasilefos, donde
las pruebas de D-xilosa y 1lipidol se encontraron solo
ligeramente modificadas y no variarion después de
administrar el farmaco antiparasitario ***, al igual que en
nifos atricanos en quienes las pruebas de lactosa se

‘conservan normales, a pesar de la presencia del parasito.
124

Pruebas en adultos sintomaticos, con G. lamblia en
heces, sedalan que el 14%Z tienen valores de D-xilosa
subnormales, 124 muestran disminucién en la absorcidn de
gtasas y 40% exhiben daRo a la mucosa. *2® Qtro grupo
encuentra niveles de absorcién de carbohidratos normales
126,127 concluye que el dafo a la mucosa por  los
.trofozoitos es de poca consideracion.

€l daffo a los enterocitos altera la concentracion de

algunas enzimas en el borde del cepillo, como lactasa,



sucrasa y leucyl-naftilaminasa, mientras que la maltasa y la
fosfatasa alcalina permanecen normales. 3
La absorcion de 1la hormona del crecimiento =}

somatotropina no se altera por la presencia de G, 1

parece que la talla baja guarda mas relaciéon con
deficiencias del estado nutricional por los efectos
negativos que produce el pardsito, que con modificaciones en
los niveles de la hormaona. $2@

3. Invasion. Los cortes histolégicos de 23 biopsias
yeyunales, de 10 pacientes con giardiasis mostraron la
invasiétn del espacio entersticial y la de la lamina propia,
por  los trofozioftos que aparecfan como organismos
solitarios o en pequefos grupos de 4 a 7.

Algunos trofozoitos laograban penetrar en el interior de
los enterocitos sin producir zonas de necrosis ni mostrar
sitios de penetracion; las células espiteliales parecen
cerrarse después de la entrada de los trofozoitos, sin dejar
huella. No existe reaccion inflamatoria, tal vez porque los
pardsitos comparten ant{genos con células epiteliales. *=2°

Estudios histopatolégicos evidenciaron el dafio y
penetracion de los trofozoitos dentro del enterocito y de la
lamina propia. Se piensa gque la penetracién tal vez ocurra
en direccitn paralela a 1la célula y que los trofozoitos en
su trayecto dejan una huella en la superficie de la membrana
del enterocito, que es utilizada para la entrada de otro
trafozoito.13°

tas microvellosidadez s=e muestran caortas y aplanadas,
epitelio columnar con incremento de células inflamatorias,
células plasmaticas y linfocitos; borde del cepillo perdido
en algunos sitios, células en copa incrementadas, con
pérdidas de polaridad de nicleos de células basales. 39

La inflamacion de la l&mina propia es mas de tipo
crénico que agudo. En este mismo grupo de estudio, la
biopsia de individuos sin invasion muestra enterocitos

integros.



Gran numero de biopsias de individuos que eliminan
quistes de 6. lamblia y que muestran trofozoitos en la luz
del intestino, indican que la invasién intracelular no es de

los principales mecanismos de patogenicidad. 1©%.1t4,12=

4. Liberaci6n de toxinas. Estudios de Radulescu y col.

de trofozoitos de G. lamblia, G.catis y G, cavie muestran

que estos producen un efecto citopatico sobre fibroblastos
humanos “in vitro™, los cuales a las 24 horas ocasionan
degradaci6én celular, vacuolizacién del citoplasma,
marginacion nuclear y ndcleo picnético, con pérdida de
cromatina; a las 96 horas la monocapa de fibroblastos esté
totalmente destruida. 3%

Este efecto se produce por el contacto directo vy la
acciéon de metabolitos téaxicos liberados del parasito sobre
las células., 132 tra evidencia de accién citopatica valora
la posible produccién de enterotoxinas semejantes a las del

cOlera, aunque sus resultados no confirman su presencia. 3%

S.Sinergismo coan enterobacterias. La reaccion
inflamatoria de 1la mucosa intestinal que despierta la
presencia de los trofozoitos, planted la posible asaciacion
de estos con las enterobacterias. *** Otras observaciones
mostraron que individuos con giardiasis y malabsorcién,
presentaban un importante aumento de las sales biliares en
el tubo digestivo y dificultad en 1la solubilidad de las
grasas. 14

La asociacién de las enterobacterias y G, lamblia se
pretendi6 conocer indirectamente, al medir la cantidad de
bacterias productoras de indol que habitan el tube digestive
de los nifos con giardiasis, para lo cual se wmidié el
sulfato de indoxil (indicén) en la orina, antes y después
del tratamiento antiparasitario; los resultados permitieron

coexiste con una mayor poblacitn de enterobacterias. 133



8i se acepta el sinergismo entre enterobacterias vy

G.lamhlia, también habria que considerar que probablemente

las toxzinas bacterianas producen “"hipersensibilidad" en el

dundenqg. %4

8.CUADRO CLINICO

El periodo prepatente, definido como el que transcurre
entre la ingesti6on de gquistes tetranucleados y la
demostracién del pardsito en heces, fue fijado en un lapso
de 2.1 dias. *t

Se sefala que en giardiasis, el perfodo de incubacién,
de ocho dias, es mas corto que el prepatente, de 12 a 14
dias, de tal manera que pueden presentarse signos y sintomas
sin que sea posible demostrar la presencia del pardsito.
ve.1336 g1 periodo de incubacitn puede acortarse hasta cinco
dias y ser atribuible a giardiasis., ®@

En un grupo de paseantes que visitaron la URSS y
presentaron diarrea al regreso a su lugar de origen, se
lograron identificar tres tipos de evolucidn clinica:*>>

A. AGUDO. con diarrea fétida, dolor epigastrico,
flatulencia y distension, nduseas vy anorexia. Ese periodo
fue por lo general, de pocos dias y se comportd como
amibiasis o disenter{a bacilar, pero sin sangre o pus en
heces; se prolongd de 2 a 7 semanas y en algunos ocasiond
pérdida de peso y lasitud.

b.SUBAGUDO. Con duracién de meses a afios y episodios de
heces fétidas y blandas, ademas de evidencia de esteatorrea,
flatulencia y distensidn, dolor epigdstrico parecido al de
ia hernia hiatal, ulcera o enfér&edad de la vesicula,

c. CROMICO. Con h;ces blandas y fétidas, aumento de la
flatulencia y distension abdominal, asintomas que

desaparecieron con el tiempo.



La duracién de las manifestaciones clinicas. puede
limitarse a pocos dfas en algunos individuos; en otros,
presentarse con cardcter de larga evolucidn #®.138. cgp
sfntomas leves, diarrea intermitente y dolor abdominal que
responde al tratamiento. Otro grupo de pacientes puede
cursar con dafo severo a la mucosa y evoluciona a un cuadro
clinico de malabsorcién. 3. 140

La patogenicidad de G. lamblia fue cuestionada con base
en el gran numero de individuos que eliminan quistes y no
presentan manifestaciones clinicas. t4t-14>

Se sabe gue esta parasitosis es endémica en poblacianes
sometidas a hacinamiento, y en nifos de guarderfa ®i-v3,
donde la mayoria son asintomdticos.

En adultos mexicanos 3 1a dlcera péptica duodenal o
gastrica, la gastritis y amibiasis, pueden asociarse con un
cuadro clinico de giardiasis, en individuos que presentan un,
sindrome ulceroso atfpico con acidez g&strica normal, vy
donde s6lo la duodenoscapia muestra los cambios
inflamatorios y hace el diagnéstico diferencial.

También en nifios se ha demostrado la asociacidén
colénica, Yy se requiere de rectosigmoidoscopla para
demostrar la presencia de (. lamblia en casos de colon
irritable y evacuaciones blandas verde-amarillentas.

En individuos con pancreatitis crénica que presentan
heces fétidas, pérdida de peéo y dolor abdominal, el
pardsito se demuestra por biopsia duodenal y las pacientes

pueden tener sindraome de malabsorcion. 149

9. INMUNOLOGIA

INMUNIDAD HUMORAL. G
respuesta humoral, con praduccién de anticuerpos

lamblia es capaz de inducir una




detectables, mediante varias técnicas, hasta en 93.9%Z de los
casog. 22144, 147 ’

La aplicacién de antisueras conjugadug;' con
fluoresceina®? en el intestino de pacientes con giardiasis,
produce un marcaje especifico de linfocitos y de células
plasmaticas productoras de IgM e IgA. Los anticuerpos de
tipo IgG e IgA de tubo digestivo, incrementan la fagocitosis
de trofozoitos por macréfagos peritoneales y neutréfilos de
ratéon. t14e

Los titulos elevados de IgG en pacientes con giardiasis
recurrente, sefalan que los anticuerpos no son protectores
22 y que tal vez la respuesta local juegue un papel
importante. Sin embargo, otros trabajos muestran que en
individuos con hipogamaglobulinemia, la giardiasis se
incrementa en forma importante. t4°

Algunas experiencias muestran que la respuesta sérica
se  mantiene positiva, después de 15 meses de terapia
antiparasitaria !®°, mientras que otras sedalan que los
niveles de IgG decrecen rapidamente después del
tratamiento. 1>t Las concentraciones séricas de IgE
permanecen normales 'S2,  aunque la cantidad de células
yeyunales, productoras de esta inmunoglobulina aumenten.

El comportamiento por la via clasica participa en
inducir lisis sobre los trofozoftos mediante IgM. 153.154
Los ensayos con antigenos preparados, a partir de quistes,
indican que los anticuerpos antigiardia son especificas y no
hay reaccion cruzada con antfgenos de otros protozoarios o

enterobacterias.ss

ANTIGENDS DE Giardia lamblia. La protefna tubulina del
citoesqueleto vy otras de peso molecular bajo (30kD),

denominada ‘"giardina*, han sido identificadas mediante
anticuerpos monoclonales y policlonales de ratén y de
conejo, como antigenos de superficie. 35

Algunos componentes de membrana, de naturaleza
polipéptidica y otros del citoplasma, también protefcos,



resultan antigénicos en humanos y otros animales. 'S4 Se han
encontrado diferencias antigénicas en distintas cepas
axénicas; estas pueden identificar fenotipos de capacidad

patogénica distinta.t37-1o8

VARIACION ANTIGENICA. Los trofozoitos de la cepa WE
presentan un antigeno de 170 kD, que induce la produccién de
anticuerpos citotoxicos, la reaccion antigeng-anticuerpo gue
se realiza acasiona lisis en los trofozoitos; los
sobrevivientes de este encuentro y sus progenies no
presentan el mismo tipo de antigeno, sino otro de peso
molecular de 64 kD, el cual induce un nuevo anticuerpo
citotérico. Estos estudios demuestran la pérdida del
antigeno de 170 kD con alto contenido de cisteina y el
reemplazamiento por otro de menor peso, gque nos permite
detectar dos epitopos diferentes para la misma cepa WB de

trofozoftos. t3%-161

PRUEBAS DIAGNOSTICAS. Se han realizado diversas pruebas
con antigenos de quistes 22« 147  de ¢trofozoitos o=
mediante técnicas de inumunodifusion, inmunofluorescencia y
ELISA, que han demostrado sensibilidad de Bi%Z 27 y de
Q2L A,

Las pruebas de inmunofluorescencia mostraron que los
resultados con t{itulos mayores a 1:16 son significativos en
el casc de giardiasis en pacientes que presentan dafo a la
mucosa y malabsorcién; los titulos menores a 1:16 1la
excluyen *4%, Un resultado con titulos positivos indica
existencia de 1la infeccién y por lo tanto, presencia del
pardsito, por lo cual deberd insistirse en su bdasqueda. '«

Par el patrén irregular con que los quistes son
expulsados, se requiere realizar varios CFS para demostrar
la presencia del parasito y esto conduce a desarrollar
pruebas que detectan antigeno de G. lamblia en heces. Entre
ellas hay una prueba de ELISA *** con sensibilidad del 92%,
y otra con sensibilidad del 98% y especificidad del 10Q%te3,



g '??ﬁb
que pueden ‘' ser utilizadas para estudios diagnﬁstlcdf y/a

epidemiolégicos.

ASOCIACION CON INMUNODEFICIENCIAS. Varios trabajos

considerados como cldsicos, '4% demostraron la asociacion de

G. lamblia, hipogamaglobulinemia y sintumas
gastrointestinales, principalmente con anormalidade- o la
mucaosa del intestinoj en todos los casos estudiad.. los

pacientes carecian de celulas plasmaticas en la lamipa
propia, al erradicar el parasito la normalidad de las
microvellosidades se recobro; sin embargo estos mismos
autores cuestionaron si todo el dafo es debido a los
pardsitos o el huesped con inmunodeficiencia contribuye
importantemente a la severidad de la giardiasis. 4=

En pacientes con hipaogamaglobulina primaria se observa
un predominio de G. lamblia como causante de diarrea, en

donde la biopsia muestra atrofia de las microvellosidades.
180

TEJIDD LINFOIDE ASOCIADD CON MUCOSAS. En giardiasis, la
respuesta humoral sérica confiere una proteccidn muy pobre y
el papel de la IgA secretora intestinal es mas impartantetee
Si el valor normal de la IgA secretora es de 150 mg/100 ml.,
esta se encuetra disminuida hasta 52.4 mg/100 ml.en los
pacientes con giardiasis. 1«7

Sin embargo, Jones '“® caomparéd las concentraciones de
I1gA sérica y secretora, mediante inmunodifusién radial y
encontrd que son  similares en individuos ¢on o sin
giardiasis.

La IgA secretora de calostro parece tener un papel
protectar en ratones lactantes; en éstos los anticuerpos
especificos contra la Giardia son transferidos por la leche
materna; en humanos se desconoce este fenomenos. '«%

Diversos ensayos seRalan que los trofozoitos incubados
con IgA sectetora especifica pierden su capacidad de
adherencia. 4% 7o

L
-



La funcién de las células linfoides asociadas al
intestino debe ser diferente a la de las células
periféricas, debido a que‘ la ADCC (citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos) peritoneal es mds efectiva que
la periférica. '”7* €1 aumento de linfocitos epiteliales en
nifios con giardiasis y la evidencia de que muchas de estas
células son 7T dependientes, envuelve tanto la respuesta
thumoral como la de ceélulas T. 72 )

INMUNIDAD CELULAR. Los linfocitos de la lamina propia
intestinal cruzan el epitelia y atacan a los trofozoitos de
Giardia en el lumen, y asi{ contribuyen a la eliminacién del
parasita. =+ Los monocitos-macrdfagos de sangre periférica
son espantaneamente citotoxicas 2= a trofozoito de
G.lamblia, as{ como log macrdfagos de evudado peritoneal.t™!

L.a citotoxicidad disminuye en los monocitos de
individuos con giardiasis crénica; trabajos "in vitre"
muestran que anticuerpos IgG anti-giardia pueden participar
en pracesos de citotonricidad, dependientes de anticuerpos
({ADCC) con polimortanucleares periféricos, pero su papel
"in vivo" no esté clarg. 149.137

Se cree que las células cebadas participan en la
resistencia parque en ratones W' /W' (deficientes en células
cebadas), la giardiasis se desarrolla en farma cronica, y el
tratamiento antihistaminico prolonga la infeccion en

ratones con G.muris. <7

10. GENETICA

Existe una fuerte controversia sobre la enistencia *7>-
17& o ausencia 77178 ga'relacitén entre la giardiasis y el
grupo sanguineo A. Sin embarga, un analisis estadistico
reciente ' mostré que por cada 100 personas del grupa
sangufeno 0 con giardiasis, hay 143 del grupa sanguineo A



con la misma infecciony es decir, que el rieégo de enfermar
de estos Gltimos es 437 mas alto.??* .

En el caso de la giardiasis murina nao estéd definida la
corvelacion entre la capacidad del suero inmune especifico
proveniente de ratones susceptibles (A/J) y resistentes
(B10.A} a lisar trofozoitos de G. muris contra la habilidad
de estas cepas de ratones a contralar la infeccion. 34

Otros autores que han trabajada sobre la relacion de
susceptibilidad v resistencia en diferentes cepas de
ratones, concluyeron que no estd controlada paor el complejo
de locus H-2, sino que guarda mas relacién con la dosis
infectante de quistes; ademds, piensan gue en el hombre 1la
susceptibilidad puede segregarse con marcadores HLA. %9

Trabajos sobre marcadores gengticas en 48 individuos
con infeccidén cronica de giardiasis mostraron gque ocho de
ellos presentaban deficiencia en la respuesta humoral, peroc
la mayoria eran normales. El estudio del HLA y de los
individuons deficientes mostra un nimeroc mayor de Ag HLA Al y
B12 y de los fenotipos AL/A2 y B12/827, que pudieran estar
relacionados con defecto en la respuesta inmune de estos
individuas. t9°

En otro estudio de tipificaciéon de HLA, realizado en 30
individuos egipcios con giardiasis, los resultados mostraran
un predominio de HLA-AZ, HLA-BB y HLA-B12; los pacientes con
lesiones mas severas en la mucosa duodenal correspondieron a
HLA-BB que, ademds, presentaban titulos bajos de IgA
secretora intestinal. 191




IYX. DESENQUISTACION

Las bases del conocimiento actual sobre desenquistacion
fueron establecidas por Simen, * quien al observar un gran
namero de  preparsciones de heces en tresca de perisntes con
grardiasis, encontea foraas vegatativas pequaias,
binucleadas y méviles, gue Aropuse  se trataban de
"merozolitos” recién  nacidas. que esmergian de quistes del
tracto digestivo en numero de dos a aas.

Hegner realico mdltiples esquemas detallados, '* donde
sefald cinco tipos de guistes presentes en  las heces vy
ageguro gue estas formas se encuentran simultaneamente en el
mismo individue. Propuso gue la desenqguistaciédn se inicia
con gran  actividad dentra del guiste, 1los nuclens se ven
claros v polerizados, #1 contenido hate que el quiste se
alargue y  termine en punta ¥y nace W traforoite de cada
quiste.

ta :nquietud por coppcer el sitic precisa de la
desenguistacion en el tracteo digestive llevé a Hegner a
realizar ensavos en modelos animales, utilizando quistes de
G, murlis y G5, enterica humana inpoculo o ratones directamente
en al estomago. duodeno, veyuno e i1leon v los sacrifico en
diferentes peciodos. Sus ouservaciones le permitieron
conclusr que la desengquistacion se realiza despues del
estdmnage v aue se reguiere de tres factores para que se
lleve 2 .sto: Ja estimulacion de  los iupos gasteices, la
humedad 4 ia temoeratura de I78C.

En esauemas detallados, Hegner marcéd que e} proceso de
desenguistacion se inicia con movimientos dentra del gquiste,
que se forma un extremo puntiagudo por donde sale el flagelo



pasterior y confirmd que de cada quiste eclosionan dos
trofozoftos. 3°

Postericrmente woodelos animales 192.183 peppitieron
conocer los requerimientos y el lugar de desenguistacién.

"

Con estos antecedentes se elaboré un modelo "in vitro" para
anzlisar con detalle el proceso. Fara ello se utilizaron
quistes obteniyss del hombre y de animales como: coneyo,
chinchilla, cobavo. As1 se pudo determinar que existe un
factor de induccsion acido dependiente pH 1.3 - 2.7, pero que
requiere posteriormente de un medio neutro para completar el
procesg. Mediante un "Jugo digestivo sintético” e
incubacion a 378C por periodns hasta de una hora, se nbserve
la eclosion de dos trofozottas, romo "el escape de un fluide
de balon, por un pequena hoyo en el extremo del quiste"

El maximo porcentaje de desenquistacidn fue observado a

3

los $ y 1S minutus de ser expuestos a le solucion de pH 0.5,

las
y de 10 & IO minutos can pH 2.0. Tode el proceso se obeservo
en un oot ta-objets excevado, bajn wicroscopic de  luz
invertida. S:n embargo los autores no localizaron up puntc o
eatremo del quiste donde se iniciara el proceso, St«<®
El procedimiento "in vitro” permiti6 conocer que los

quistes requieren un tiempo de madurez de dos a siete dias
para ser desenquistados, ¥y ohtener un porcentaje de
desenquistacion hasta del S0%, «o.1@4.188

Las cendiciones del procesa de desenquistacion  'in
vitro" para Giardia, astslada del hombre variaron
considerablemente al emplearse giardias murinas, ‘G, muris)
logranda solo un exito del 5% . 7. t9«

8in embargo, al madificar la tecnica con agentes
reductores para crear un potencial de oxido-reduccidn mayor
de 120 &V, se obtuve el 90% de desenguistacitn a  ins 30
minutos. Esto origiad montar un métedo rcan  potenc:ial de
4rido-reduccion +620 mV, pH 2.0 y temperatura de 379 C, lo
que dio como resul tado hasta 94.27% de desenguistacion. 87
Los factores extrinsecos que inducen la desenquistacian

se han determinado, asl como la secuencia en la liberacion



de los trofozoitos ¢3.e8-1%0 gerp los fenomenos intrinsecos
que ocurren en el proteso son desconocidos. Se ha sugerido
que las enzimas endégenas localizadas en la periferia del
citoplasma del quiste, que e activan a un pH &cido pueden
jugar un papel importante en el fenomeno 2°,

En 1981 se habian determinado tres pasos en el proceso
de desinguestacion:
1. Solucién inductora a pH dcido y temperatura de

3"9(: Bi,e0, 184
2. Lav'ados con solucién de tripsina en Tyrode a

pH 8.0 1@,
3. Incubacién en un medio de cultivo favorable %%,

192, asto para el caso de G. lamblia aislada del

hombre y mamiferce inferiores.

Estas condiciones requieren ademas de un potencial de

6xido- reduccién de +600 mV en el caso de G, suris de

ratones. '®7

Los criterios de viabilidad de quiste se basaron en:
1. Uso de colorantes como Eosina al 14 que permite
diferenciar a los no viables, que se tifen de rojo, de los
viables que no permiten la entrada del colorante. 3t
'3, Teécnicas de desenquistacion., 197
3. Capacidad infectiva en animales de laboratorio.
4. E] empleo de sustratos fluarescentes, con diacetato
de fluoresceina (FDA) y propidium i6nico (FI) gue
permiten diferenciar que los quistes FDA (+) son
viables e infectantes y los PI (+) no viables. ®=2

41



IXTI. MEDIOS DE CUOULTIVO

f.a obtencitn de cultivos en tubo de ensayo, a partir de
trofozoitos obhtenidos por técnicas de desenquistacion o
mediante contenido duodenal, gque puedan subcultivarse por
tiempos prolongados, es algo que actualmente se maneja en
forma rutinaria en los laboratorios.

Las dificultades gue 1los iniciadores tuvieron para
lograr el mantenimiento "in vitro" han sido superadas por la
introduccién de medios de cultive sintéticos que pueden
mane jarse facilmente.

En 1la actualidad es posible mantener cultivos
permanentes de §. lamblia aislada del hombre y mamiferos
inferiores; no se han intentado los cultivos de G. agilis, y
todos los intentos por subcultivar a trofozoftos de G. muris
obtenidos por desengquistacién, han sido infructuosos.

En los afAos 40 de este siglo se iniciaron los cultivos
"in vitra"; en algunas de estas experiencias se abtuvieron
trofozoitos de pacientes con giardiasis, por sondeo
duodenal, se incubaron en un medio artificial a pH &.4 que
contenia infusién de higado de cerdo, suero de conejo vy
antibioticos (penicilina y colomicina)y so6lo se lograron
periodos de sobrevida de los trofozoitos de 10 a 12 dias; el
fracaso se atribuyd a la contaminacion con bacterias. 394

El primer método reproducible y utilizado para la
produccién masiva de trofozoitos se debe a Karapetyan, *°%
que cultive G, duodenalis sobre fibroblastos de pollo, en
asociaci®n con Candida quillermondi, durante siete meses.
Sus observaciones mostraron que los trofozoitos
sobrevivieron a pesar de la destrucciton de los fibroblastos,

y que era indispensable sustituir las levaduras. Con el



: prdﬁésito de: ‘aumentar:el . tiehpo de ' sobrevida, probo - ceon

’extrscto‘da embrion de ‘pollo, suero humano, digerido de
'carﬁe de res y levaduras frescas de Sggghggomy;es
cerevisiae, y logrd mantenerlos por cinco meses.

Mediante estos cultivos monoxénicos logré aislar
G.duodenalis de coneju y de humano y estimd que el tiempo de
division era de 36 a 3B horas. Estandarizd el cultivo con
medios denominados Li-1 con suero humano, extracto de
embrion de pollo y solucién de Hanks, y el Li-7 que ademés
contenia digerido triptico de buey.!9%

Los medios ideados por Karapetyan sirvieron de base a
Soloviev, *®7 para realizar cultivos monoxénicos de G,

dundenalis de conejo y Saccharomyces cerevisiae, los que

mantuvo por afo y medio, con el anico cambio de disminuir el
suero humano del 25% al 10%.

Posteriormente modificaciones a los cultivoes de,
Karapetyan, en las concentraciones de suero humano, adicién
de jugos pancredticos y la asociacién con levaduras,
permitieron mantener subcultivos donde fue posible realizar
los primeros estudios de cinética, para determinar el tiempo
maximo de crecimiento exponencial y el tiempo de generacidn
de 34 a 36 horas. '°e

Desde la década de los 50, Meyer tratd de cultivar
G.muris en los medios de Karapetyan y los fracasos continuos
lo llevaron a afirmar que los trofozoitos de las giardias
murinas no podian ser cultivados en el laboratorio. Sus
cultivos con G. dusdenalis ds conejo y chinchilla fueron
sostenidos por 18 meses en condiciones monoxénicas con
S.cerevisiae. *'°°

Meyer sustituyé las levaduras frescas por extracto de
levaduras 2°° y sastuva el crecimiento. Finalmente, en 1976
se lograron 1los cultivos axénicos *®*, libres de levaduras,
subcultivados por afio y medio, de trofozoitos de
G.duodenalis de conejos, chinchillas, gatos, cobayos y del

hombre. =2ot.z202



Ademas se desarrollaron medios de cultivo especificos
demominados HSP-1 y HSF-2, que contenf{an peptona, fitona,
glucosa, L~ cisteina, solucién de Hanks, suero humano vy
antibidticos, tado a un pH 6.8 -~ 7.0, esterilizado en
autoclave y en incubacién a 379C. También se logrd aislar
una cepa de mono que se mantuvo en el laboratoric por siete
meses., v

En una serie de trabajos quedaron reportados los
experimentos de Iyer y Goitonde , de giardias aisladas de
pacientes con diarrea aguda, en el medio clasico de
karapetyan, y en otre medio de cultivo. Obtuvieron tiempos
de generacion de 5.4 a 7.8 horas y subcultiveos por varios
meses.

Desde 1977 Visvesvara utilizé los medios de Meyer para
los cultives de Giardia y sustituyd el suero humano, por
suero bovino, de caballo y de conejo. 2°%

Los medias TPS-1 gue Diamond 2°% desarrolld con gran

érito para el cultivo axénico de Entamgeba histolytica,
fueron utilizados por Visvesvara para adaptar a G.lamblia
aislada en los medios de Meyer. El TFS-1 contiene
trypticasa, pamede (extracto de bhigado), cloruro de sadio,
L-cisteina, &4cido ascérbico, glucosa, suero de caballo y
vitaminas, con un pH de 7. Habitualmente para el cultivo
de amibas, el medio es esterilizado en autoclave y

- suplementado con 10% de sueroc de caballo y vitaminas; las
modificaciones para el cultivo de Giardia fue la
esterilizacién por filtracion, doble cantidad de L-cisteina,
suplementado con suera bovino y vitaminas.

El cambio fue en forma gradual, el maximo de
crecimiento se logrd a los siete dias y el tiempo de
generacion fue de 12.2 horas *®2, menor que lo reportado por
Meyer, de 18.1 ®°° y muy por debajo de lo obtenido por
i{arapetyan, de 36 a 38 horas. '7¢

A raiz de la adaptacion de G, lamblia a cracer en los
medios de Diamond, surgieron un sinuamero de modificaciones

para producir cantidades masivas de trofozoitos. Al medio



TPS-1 se le agregt agarosa al 0.22% para la obtencion-de
colonias en un medio semisélido. =99 Debido a Ta
inestabilidad del! medio de TFS-1 en los lotes de pamede, se
cambi6 al medio de TYI-S$-33 y BI-S-33., =2o%.207

En otros trabajos se ireportd el uso de un medio libre
de suero el cnal” fue sustituido por solucitn de
lipoproteinas y colesterol, albamina sérica bovina y bilis
bovina; los demAs componentes del media TYI-S permanecieran
iguales., =20@

Keister considerd que las giardias que habitan el
duodeno tienen como nutriente la bilis, por lo que agregd
bilis bovina o porcina al medio TYI-S favorecia el
crecimiento de los trofozofitos en el cultivoy; también
eliminé el uso de las vitaminas. Con esa combinacion abtuvo
un estupenda crecimiento con formacion de monocapas
adheridas a la pared del tubo, con maximo crecimiento a las
72 y 946 horas y un tiempo de generacion de seis a siete
horas. 2©® Tambigén se probaron otras bilis de mamiferos. 2t°

El TYI-§ se propuso como medio rutinario para el
aislamiento de cepas de 6. lamblia, suplementado con suero
fetal y bilis bovina, sin vitaminas y con antibi6ticos para
evitar la contaminacion. *®4 El programa de resiembras
recomendaba cambios de medio cada 10 dias.=2e®

El aislamiento de maltiples cepas de Giardia, tomadas
del hombre y de mamiferos inferiores ( a excepciéon de las
murinas) se realiz6 sin dificultad con los medios TYI-S y
BI-5; asi se produjo <1 aislamiento de una cepa de castor
e, veinte cepas humanas con técnicas de desenquistacién
artificial 2't y cepas humanas de individuos asintomaticos y
sintomaticos. 2'=



IV. FLANTEAMIENTO DEL FROELEMA

l,a giardiasis en una protozoosis intestinal tres veces
mids comin entre la pablacién infantil, sobre todo en
preescolares y escolares, que entre la poblacién gdulta de
nuestro media. En casi todos los estudios de
prevalencia realizados en nuestro pais, Giardia lamblia
ocupa el primero o segundo lugar en frecuencia entre los
menores de 12 adfos.

El amplio espectro clinico en estos grupos de edad es
motivo de estudio para aclarar el verdaderoc papel patégeno
de este pardsito. Los estudios muestran una gran
variabilidad en las manifestaciones que va desde una mayoria
de individuos asintométicos, aparentemente sanos, que
pueden cursar con talla baja por deficiencia de absorcién,
hasta nifos con diarrea de larga evolucién que en pocas
ocasiones presentan dafo severo a la mucosa.

La facilidad de las técnicas de desenquistaciéon "in
vitro" y el manejo en forma rutinaria de los cultives
axénicos, han proporcionado al investigador un instrumento
de trabajo, que puede ser utilizado para contestar gran
nimero de preguntas sobre la biologia, epidemiologia y
patogenia de este protozoario intestinal.

Las caracteristicas de induccién "in vitro" de
desenquistacién, as{ como la observacién microscopica del
proceso, y las condiciones por mantener 1os subcultivaos
axénicos durante tiempos prolongados que se conocen y
manejan en nuestro medio, provienen de los Estados Unidos de
Norteamérica y han servida de base para estudios en nuestro

pais.
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L.os resultados que se obtienen poadrian corresponder a
caracteristicas propias de raza o cepa, y ser diferentes al
comportamiento de la G, Jlamblia aislada de 1la poblacién
infantil mexicana.

Las evidencias que sugieren que la giardiasis en Méuico
difiere de la observada en otras regiones del mundo, podrian
confirmarse, al realizar estudios de desenquistaciéon “in
vitro" y axenizaciéon de cepas de G. !{amblia de individuos
infectados en nuestro medio.

Este trabajo se inicié en 1985, cuando en México todos
los estudios sobre giardiasis eran realizados con las cepas
Partland-1, aislada por Meyer en {976 y la cepa WB, aislada
por Gillin en 198t.

El propésito principal de este trabajo fue axenizar
trofozoftos de G. lamblia, obtenidos mediante inducciéon "in
vitro" de desenguistaciton. Para lo cudl los parasitos se
aislaron de heces de nifos atendidos en la consulta externa
del Hospital Infantil de México Federico Gamez, cuyos
examenes coproparasitoscopicos realizados en el Laboratorio
de Parasitologia del mismo hospital resultaban positivos con
quistes de Giardia lamblia.

El trabajo implica conocer las condiciones y requisitos
de todo el proceso de desenquistacién y axenizacion de cepas
aisladas de nifos mexicanas, para investigar las diferencias

o similitudes que tienen con poblaciones de otros pafises.
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V. HIPOTESIS

8i consideramos que la patologia de la giardiasis
en nuestro pais presenta caracteristicas propias
y diferentes al caomportamiento en otras areas
geagraficas, entonces, al abtener cultivos
axénicos a partir de desenquistacitn de

G. lamblia aislada de nifias mexicanos, daremos el
primer paso en la tipificacion y caracterizacion
de cepas autoctonas de este protozoo, gue
permitan entender la biologia, epidemiologia

y clinica de la giardiasis infantil en México.




vIi. OBJETIVOS

Definir las condiciones de desenquistacién
y axenizacién de 6. lamblia aislada de nifos

infectados con cepas mexicanas.

. Estandarizar un proceso sencillo y rapido para

obtener trofozoitos de G. lamblia a partir de
la induccion "“in vitro" de quiste: aislados
de heces de nifos mexicanos.

3. Establecer cultivos axénicos de los trofozof{tos

obtenidos por desenquistacién, en un crecimiento
prolongado y libre de otros microorganismos,
bajo condiciones controladas en el laboratorio.

4. Disponer de cepas axenizadas de G. lamblia

para ensayos de mantenimiento continuo en
tubos de cultivao.

S. Contar con cultivos axénicos de G. lamblia

para tipificar y caracterizar cepac
autoéctonas para estudios bioldgicos,
epidemiolégicos y fisiopatolégicos de la

giardiasis infantil en México.




VII- MATERIALES Y METODOS

1. MATERIAL DE ESTUDIO. Se trabaj6 con niAos atendidos
en la consulta externa del Hospital Infantil de México,
Federico Gémez. A cada niAo se le realizaron examenes
coproparasitoscopicos (CPS) en serie de tres, en el
Laboratorio de Parasitologfa del mismo hospital. Se elaboré
una ficha de registro del nido que ingreso al estudio en la
que, ademas de consignar sus datos de identidad, se anotaron

los resultados de los examenes CPS.

2. MUESTRAS BIOLOGICAS. La eleccién de las muestras de
heces se baso en el resultado de 1la técnica CPS de
concentraciéon por flotacién Ferreira 1:10 (apéndice técnico
1). Se procedié a separar las muestras de heces que

resultaron positivas con quistes de G.lamblia y que, a la

chservacion microscépica, mostraron mas de 1 000
quistes/campo. Las muestras asi seleccionadas se conservaron
en refrigeracién a 49C, por 24 y 4B horas hasta su

procesamiento.

T. CONCENTRACION DE QUISTES. Para los propésitos del
trabajo se requirieron grandes cantidades de qu}stes, por lo
que se praobaran varias teécnicas de concentracion de guistes;
sedimentacién con formol-éter, flotacion con sulfato de
zinc, flotacién con glucosa y gradiente simple de sacarosa,
para seleccionar aquella que permitiera la obtencion de un
mayor numero de quistes sin altera} la integridad vy
viabilidad de estos.
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Los métodos a base de formol-éter y sulfato de zinc,
debido a que fijan los quistes, estos pierden viabilidad,
par lo tanto fueron descartados.

Las dos técnicas seleccionadas, flotacion Ferreira
glucosa (FFG) y gradiente simple de sacarosa (GSS) se
sometiron a un estudio comparativo. La técnica FFG 1:10 de
acuerdo al método descrito por Biagi 213 con algunas
modificaciones como fueron el uso de glucosa a una densidad
de 1.199 baumé, como medio de flotacién, en lugar del
sulfato de zinc y la omisién de la fijacién con formol
(apéndice técnico 2).

Para la separacién con GSS 60 se homogeneizo la
muestra de heces con solucién salina adicionada con
antibi6tico, posteriormente se centrifugé en frio a 600 Xg
en una soluci6tn de 0.85M de sacarosa; la interfase con el
paquete de quistes se localizé entre la soluci6n salina mas
antibi6ticos y la sacarosa, y en el sedimento se depositaron
los detritus de las heces (apéndice técnico 3I). Ambas

pruebas conservaron viables los quistes después del procesa.

4. CUANTIFICACION DE QUISTES. Una vez concentrados y
purificados, los quistes fueron contados en 1la camara de
Neubauer y se estim6 el namero total de quistes por ml. De
acuerdo con los resultados del conteo se prepararon
alf{cuotas de un mililitro ({(Apéndice técnico 4) que
contenfan cuatro wmillones de quistes, los cuales fueron

procesados para desenquistacion.

S. PURIFICACION DE QUISTES. Durante el proceso de
separacién y concentracién de quistes, fue necesario
eliminar contaminantes como enteraobacterias y hongos. Para
tal efecto, los quistes fueron sometidos a la accion de
varias combinaciones de antibiéticos, cuya efectividad se
prob6 mediante siembras de quistes tratados, en medios de
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cultivo especificos para Gram (+) y (-) (Mc Conkey, EMB, SS,
Gelosa.sangrn) y hongos (Sabouraud y Micosel).

En la purificacion se empled solucién salina isotonica
estéril con antibitdticos como penicilina, estreptomicipa,
gentamicina, nitromicina, ketoconaazol y anfotericina B, en
diferentes combinaciones y concentraciones (apéndice técnico
Sy 6).

La solucién con mayor efectividad se empled en el
homogeneizado para la concentracién de quistes y en el
lavado de los paquetes obtenidos del gradiente. También se
usé de dos a tres veces después de la incubacién en HCl y,
finalmente, se concervaron en un volumen de 0.5 y 1.0 ml,
para la inoculacitn en los medios de cultivo.

&, DETERMINACION DEL NUMERO DE NUCLEOS EN QUISTES. El
namero de nucleos presente en los quistes tiene relaci6n con
la madurez y ésta con la exquistacion. Para conocer el
estado de madurez que gquardan los quistes se observé el
numero de nidcleos en los concentrados de las muestras de
heces recién eliminadas, en una preparacién directa
coloreada con azul de algodén. Por observacién microscépica
en un sistema optico de luz y con obijetivo de 100x se
realizé una cuenta diferencial de 100 quistes bi y
tetranucleados. El resultado de cinco lecturas se promedié y
se reporté en porcentaje de madurez de los quistes (apéndice
técnico 7).

7.VIABILIDAD DE QUISTES Era primordial que los
quistes, desbués de concentrados y purificados, conservaran
su viabilidad para el proceso de desenquistaciéon. Para
conocerlo se empleo un exau;ﬂ directo con Eosina Y al 1%,
que permiti® cuantificar 1los quistes viables y 1los no
viables. Esta tincion distinguié a lo quistes viables, que

permanecieron sin coloracitn, de los no viables, tedidos de
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rojo con el colorante. Esta técnica que permito asf mismo
determinar diferencias amorfologicac entre los guistes, los
caracteres tomados en cuenta para el estudio morfométrico
diferencial fueron principalmente: tamado, integridad de la
pared quistica, namerc de ndcleos y estructuras contenidas

en el citoplasma {(apéndice técnico 8).

8. INDUCCION DE DESENQUISTACION. De acuerdo con las
caracteristicas 4cido dependientes en la inducci6n, se
probaron varias soluciones de HCl, en concentraciones 1IN,
0.5N vy 0.iN preparadas con distintas clases de agua
{corriente, destilada, tridestilada, desionizada y
desionizada inyectable), a diferentes pH y en tiempos
variables de incubacion a 379.

Los estudios preliminares con una serie de soluciones
nos permitieron, finalmente, seleccionar dos para continuar
con el desarrollo del proceso: la prisera de HC1 IN a pH 0.5
y la segunda de HC1 0.iN a pH 1.4, ambas preparadas con agua
desionizada inyectable. Se montaron dos ensayos de diez
muestras cada uno, para valorar la eficacia de las
soluciones, y se determiné en cada uno de los ensayos, el
porcentaje de desenquistacién de acuerdo con la férmula *=7:

T + Qv T = trofozoitos
W = e » 100 QV = quistes vacios
T+ QV + QC QC = quistes completos

Los resultados permitieron seleccionar a la solucién
idénea para el proceso (apéndice técnico 9).

Después de la incubacién, los gquistes se lavaron de dos
a tres veces con solucién salina y antibidtico, para
acercarlos a la neutralidad, y de inmediato fueron puestos

en los tubos con medios de cultivo.




9. DESENQUISTACION. La induccion de desenquistacién es
dcido dependiente, pero la liberacidon finat de los
trofozoitos ocurre en el medio de cultivo con pH neutroj
ambos procesos requieren temperatura de 379C.

Para lograr la eclosién de trofozoitos de los quistes
inducidos, se wutilizaron tres modificaciones de la féormula
basica del medio TYI-S (apéndice técnico 10).

En la primera se sustituyeron la tripticasa y e!
extracto de levadura por la peptona de biotriptasa, que
contiene extracto de levadura y digerido pancredtico de
caseina PB-Bb-S de fabricacién nacional (Bioxon); el segundo
medio se utilizé de acuerdo con la formula original TYI-S, y
por Gltimo, se empleé la variante de BI-S que contiene
biosate, en lugar de tripticasa y extracto de levadura.

En todos los casos, se empled doble cantidad de L-
cisteina y suplesenté con bilis y suero hovino. El medio se
esterilizé por filtracion en cuarto estéril (apéndice
técnico 11). El medio se utilizé dentroc de las dos semanas
de su preparacion y se mantuvo en refrigeraciédn a 49C hasta
Ssu uso.

El volumen final de 0.5 ml de quistes 1nducidos y
mantenidos en solucién salina con antibiético, se inoculéd en
los tubos de tapéon de rosca, con 7 ml de medio de cultivo;
este procedimiento se realizé bajo condiciones estrictas de
estérilidad. tos quistes en el medio de cultivo se
incubaron a 372C (apéndice técnico 12).

lLas condiciones bajo las cuales se llevo a cabo el
fentmeno de desenquistacion y el desarrollo de todo el
proceso, se observaron detenidamente bajo microscopia y se
tomarom registros fotograficos y se realizaron esquemas con
el ohjetivo de 100x para establecer las diferencias o
similitudes, con lo antes descrito en cepas aisladas en
otros pajses.

Se hicieron observaciones directas, entre porta y
cubre-objeto en preparaciones no tefidas y también en
preparaciones tefidas, unas con azul algodén y otras con
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Eosina (apéndice técnico 13), para determinar el tiempo que
transcurre durante el proceso, los cambios en las diferentes
fases en el desarrollo de los trofozoltos hijos y definir
las estructuras presentes. Debido a que el material que se
observé se encuentra en fresco con o sin coloracién, las
preparaciones fueron delgadas y se revisaron al microscopio
a 100x, bajo waicroscopis opticaf con un sistema de
iluminacion de campo claro y de contraste de fases.

Asi  mismo se elaboraron preparaciones permanentes
tedidas con colorante de Giemsa en concentracién 1:45
(apéndice técnico 14), que facilité 1la observacién del
proceso y la descripcién de las fases. Tanto las
preparaciones en fresco, tedidas o no, como las de tincién
permanente, se elaboraron del material incubado en el medio
TYI-S y Bl-S en periodos de 1, 2 y 24 horas.

10. AXENIZACION Y RESIEMBRA. Con la finalidad de que,
los trofozaoftos pudieran multiplicarse en los medios de
cultivo, en ausencia de micoorganismos, se empleé desde la
técnica de cancentracion la solucion salina con
antibiédticos, asi camo en todos los lavados hechos entre la
induccién y la inoculacién en el medio de cultiva.

El volumen final de un mililitre de quistes inducidos y
mantenidos en soluci6n salina con antibiotico, se inoculé en
los tubos de tapon de rosca de 16 x 125 mm con 13 mi de
medio de cultivo (apéndice técnico 15).

Una ver que eclosionaron los trafozoitos en los tubos
de cultivo, se revisaron bajo el microscopio con luz
invertida, para verfificar la movilidad, y se mantuvieron en
incubacién a 370C por 24 horas mas. .

Transcurrido ef tiempo de incubacién, se reconoce si
se logré la axenizacién o no, al observar la transparencia
del medio; para verificar la axenizacion de los cultivos se

tomaron muestras de estos y se realizé la comprobacion
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batteriolégica, sesbrando en medios de cultivo para
bacterias y hongos.

Cuando los trofczoitos crecian en farma libre, el tubo
de cultivo se centrifugé a 400 Xg por cinco minutos, se
retiré el sobrenadante, y el sedimento resuspendido en un
volumen de un mililitro, fue transferido a un tubo con medio
de cultivo nuevo. Los medios de cultivo conservados a 49C se
colocaban en la estufa hasta igualar la temperatura de 372C
antes de ser utilizados, para que el cambio de temperatura
no fuera brusco.

' Fuandn los trofozoftos formaron monocapa, se cambio el
medio de cultivo; sin desprender la monocapa, se agité
ligeramente y 1los tubos se incubaron en forma inclinada a
37eC.

Al inicio del establecimiento del cultivo, el cambio de
medio se realiz6 diariamente, poco a poco se espacid el
tiempo hasta que se estableci6 un calendario de resiesbras.
Para espaciar los cambios de medios, se verificd bajo el
microscopio de luz invertida que los trofozoftos tuivieran
buen crecimiento y estuvieran exentos de contaminantes. Si a
las 24 horas de incubacién, después de varios cambios
diarios, el medio estaba claro y con buen desarrollo, el
tubo sin alterar su contenido se incubé por otras 24 horas.
Nuevamente se realiz6 la ccmprobacion bacteriolégica.

Al campletar la incubacién de 4B horas, se verificaron

bajo el microscopio de luz invertida el crecimiento y la
avenizacion, y se realizé un camhio de medio como en los
casos anteriores, segin el tipo de crecimiento.
Si este disminufia, se volvia al cambio de medic cada 24
horas, pero si continuaba un buen crecimiento sin
contaminantes, se establecia un calendario de recambios cada
72 horas.,

Cuando se asegurd el crecimiento de la cepa, los
subcultivos continuaron con resiembras cada 72 horas bajo
condiciones diferentas. Los tubos can cultivo abundante
eran retirados de la estufa de incubacion a 3I79C y colocados
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en la mesa de trabajo a temperatura ambiente. Los
trofozoftos se desprendian de la sonocapa y quedaban libres
en e! medio, con una pipeta graduada estéril se tomé un
inéculo de un mililitro de la suspension de trofozoftos y se
resembrd en un tubo de 146 x 125 mm con 13 ml de medio. En
cuentas de camara de Neubauer, el in6culo de un mililitro
aproximadamente contenfa entre 1 x 10® a 1 x 10® de
trofozoitos. De esta forma, se resembraron varios tubos.

El contenido de trofozoitos restantes en el medio de
cultivo del que se tomaban los inoculos, se utilizé para
conteo de crecimiento y determinacién del numero de
trofozoitos por mililitro. Se realizaron control
bacteriolégico y preparaciones en fresco y permanentes para

estudios mortométricos.
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VIII. RESULTADOS

1. MATERIAL DE ESTUDIO. En el Laboratorio de
Parasitologia del Hospital Infanti1l de Mexico, Federico
Gomez, durante 1987 y 88 se realizaron. en promedic, 17,826
cooropat asitoscopicos ‘CPS)  Ferreira 1:10, gque corresponden
aproximadamente a 8,054 niAos. Lps resultados sefalan que el
2%% son  positivos a pardsitos intestinales, de los cuales
Giardia lamblia se identifica en el 42.6% y ocupa el primer
lugar de frecuencia.(Datos del taboratorio de Farasitologila
HIMFG)

Para la realizacitn de este estudio se separa-on S00
muestras de heces positives a quistes wove 6, lambiia,
cérreapondientes a niAos, desde recién nacides hasta loz 16

aros de edad.

2. SELECCION DE MATERIAL. De las S00 muectras de heces
positivas con quistes de G. lamblia, se seleccionaron 370,
que mostraron mas de 1,000 guistes de G. lamblia por campo.
Ningun nifo menor de un  afdn  presento més de 1,000
quistes/campo.

Los niAos incluldos en el estudio tenian de urc a 16

residia en el Area Metropolitana de

adce de edad; el .
la Ciudad de México v el 45.7% provenia de diversos estados
de le FRepublica.

{0s pacientes acudieron a consulte po- presentar
ciertas manifestaciones gastrointestinales, auyos
principales signos v sintomas fueron, en orden de
frecuencia: dolar abdominal, diarrea crénica, vomitao,

cefalea, distensiaon abdominal e hiporexia, que se



presentaron en el 42.4% de los nifos, y quedé un grupo
mayoritario de asintomaticos, del 57.6%.

Las muestras de heces con quistes de B. lamblia
almacenadas en refrigeracion a 49C durante 24 y 48 horas,
conservaron viables los quistes antes de su procesamiento.

3. CONCENTRACION Y CUANTIFICACION DE QUISTES. El
estudio comparativo entre la técnica de Flotacion Ferreira
con Glucosa (FFG) y la de Gradiente Simple de Sacarosa
(6S8), mostré que con la de FFBG se concentrarcn de 1.11 a
7.24 % 10* gquistes, mientras que por la técnica BSS5 se
obtuvieron de 5.38 a 24.89 x 10* quistes; el valor de t de
student fue significativo a un nivel menor del S% para la
técnica de Gradiente Simple de Sacarosa {(Cuadro 1).

Cuadro 1. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE DOS PROCEDIMIENTOS DE
CONCENTRACION DE QUISTES DE Biardia lamblia

TECNICA n RANGD X s
’ (1%10%)

FLOTACION FERREIRA GLUCOSA 20 1.11-7.24 3.54 2.26

GRADIENTE SIMPLE DE SACARDSA 20 5.38-24,89 11.09 *12.50

Prueba t de student p<2.05
n= numero de ensayos X= promedio S5D= desviacion estandar

La cuantificacién de paquetes de quistes obtenidos por
concentracién con GSS de 370 muestras de heces, con camara
de Neubauer, mostro cuentas desde 500,000 hasta 24 millones
de quisées por gramoc de heces; %4 muestras (14.46%) tuvieron
cumntas de quistes manores de un millén; -116 muestras
(31.4%) con quistes entre un milioen y cuatro millones y,
finalmente, el porcm'tn'e més  alto de 54,0% (200 muestras)
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contenfan mas de cuatro millones de - quistes por ' gramo de

heces.

4. PURIFICACION DE QUISTES. Los primeros 20
ensayos de purificacién con diferentes combinaciones de
antibidticos, verificados en cultivos selectivos para Gram
positivos y negativos y de hongos, mostraron desarrollo de
enterobacterias como Escherichia coli, Klebsiella spp, del
Gram (+) Bacillus subtilis as{ como de la levadura Candida
SPR.

La combinacion de penicilina con estreptomicina
permitié exclusivamente el desarrollo de Gram (-} y
levaduras: esta misma combinacién mas ketoconazol impedia el
crecimiento de levaduras, pero los restos de este
antifuingico dafaban a los trofozoitos de G. lamblia. Al
utilizar la netromicina con penicilina y estreptomicina, no
se lograba erradicar a las levaduras; lo mismo sucedid con
la combinacién de gentamicina.

Finalmente, 1la solucidn salina estéril mas un millén de
unidades de penicilina, 1 ¢ de estreptomicina, 100 mg de
gentamicina y S50 myg de anfotericina B, permitié 1la

desenquistacién libre de contaminantes de las heces.
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S. CUENTA DIFERENCIAL DEL NUMERO DE MUCLEQS EN LOS

QUISTES. EI conteo diferancial de 100 quistes recien
ellplnados‘ con objetivo de 100: y promedios de cinco
lecturas, en 5% ensayos daemostraron que existe un pradominio
del 97.1% de quistes tetranucleados (cuadro 2),

Cuadro 2. CUENTA DIFERENCIAL DEL MUMERD DE NUCLEQS EN
QUISTES DE Giardia lamblia RECIEN ELIMINADOS

QUISTES n FANGO X 0s eV,
TETRANUCLEADROS S50 ?3I-99 97.1 il.?l 1.96
BINUCLEADLOS 30 -7 2.9 +1.91 65.83

n= numerc de ensayos X= premedio DS=desviacion estandar

%“C. V. porcentaje de coeficiente de variacion



6. VIABILIDAD . DE LOS ‘QUISTES En
recién eliminados ..y coannCrados
sacarosa,
el 7&% corresponde a:
coloracion, lo cual 105‘1w
24 vy el 25 Y de
easina y permitén la pene*rar :
coma no vlables (cuadrns '3‘yv‘4}. Dantvn

cbserva de- un 13°a un 14/ dé'qﬁi; 5 1xt—ur'=‘::= <

citoplasmético escasaments PELP&!GQ;‘m:ﬂLnﬁ;
y nucleos evidentes. S S
Del  10°al 11.5% de-los gui

SIEs mussiran un SooveniinT

muy retraido  y granuicss, contun Camplicisistecs e
quistes con dimernsiones de "13.5 a 1300 dm. . donce o aws

Eticas comc nbclacs,

distinguen estructuras intracitopla

axonemas y axostilos; estos =2 denomiran

fantasmas®, se confunden con oiras estructuras y son 15 aue
bl B

resta de un quiets verdadera (f;

Figura 1. QUISTES DE G, lamblia TEARIDOS CO-
Se observan 1os guistes viablie=e, zin colors
grandes y alargados. (VA), ton nucleos (KN),
arostilos (A). GQuistes no viables (MV), tedicos de
rojo y quicstes fantasmas (F) con un gran sistz
lacunar, Observaciton "in vive" en contraste de
fases. 1250 X.

maz
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Cuadra 3. VIABILIDAD DE QUISTES DE Giardia lamblia
RECIEN EXPULSADDS EN LAS HECES

QUISTES n RANGO X DS %C.V.
COMPLETOS NO TEN1DOS 12 72-77 75.0 *2.30 3. 04
COMPLETOS TERIDOS 12 10-18 13.4 *2.75 20.52
RETRAIDOS TEN1DOS 12 B-16 11.5 T2.50 21.73

n= nimero de ensayos

%C.V.=porcentaje de coeficiente de variacién

Cuadro 4. VIABILIDAD DE QUISTES DE Giardia lamblia
OBTENIDOS POR GRADIENTE SIMPLE DE SACAROSA

X= promedio DS= desviacién estandar

QUISTE n RANGO X DS .V,
COMPLETOS
NO TERIDODS 12 73-78 76.0 *1.70 2,23
COMPLETOS TERIDOS 12 10-18 14.0 r2.67 19.07
RETRAIDOS TENIDOS 12 8-12 10.0 *1.72 17.20

n= namero de ensayos

X= promedio

DS= desviacién estandar

%C.V.= porcentaje de coeficiente de variacién.



La tincion con eosina permite disﬁinggihﬁ; dentro.del

ghupo de’ los quistes ovales viables, ﬁfeé,tipbskdetatuerdnj

con'el tamafio y la forma:

: Pequefio Grande ! - ‘fAlargado
largo 10.5-—-12.5 um largo 12.5--14.0 Jam o largo 15.0--15.7
ancho.: 7.0---8.3 um ancho B8.7--10.5 um anchp <740 gt :

Dentira de los quistes completos no viables, se
distinguen los completos con estructuras internas . bien
“identificadas, con la retraccién del contenido que da origen

“alisistema lacunar, de tamado pequeno o grande (figura 2).

Fig 2. QUISTES DE G. lamblia TENIDOS CON EOSINA
viables de tamado pequedo (VF) y grandes (VG)
Quistes en inicio de desenquistaciéon (D) Quistes
no viables tedidos de rojo con marcado sistema
lacunar (SL). Observacién en fresco. 1 250 X.
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7. INDUCCION "IN VITRO" DE DESENQUISTACION. Se logré ent.e
45 y 53 por ciento de desenquistacion cen una solucion de
HC! 0, IN a pH 1.6 en pericdos de incutacién de I0 y 40
minutos {(cuadro 5). Se obtuvo ur promedio de 45.8% de
desenquistacion con HCl a pH 0.5 con 15 wminutos de
incubacion y disminuyo a 31.9% cuando la incubacién se
prolongd por 26 minutos (cusdiro 61,

Los quistes no sometidos a la accion de sclucion
inductora  colocados en e! medio TYI-S permanecieron
complatos sin desenquistar; lo mismo sucedié con los
inducidos que nc desenquistaron en las primeras horas.

Cuadro 5. INDUCCION “IN VITRO” DE DESENQUISTACION DE
Giardia lamblia EN POR CIENTO#*

TIEMPD N RANGO X DS %C.V.
200 10 —memmee mm—— e —==-
30° 10 45 - s2 48.73 *2.45 5.07
40' 10 a1 - 53 48. 4 *3.69 7.62
500 10 ——mee - e e P

10

* A4X10% gquistes (1 ml)+HC1 IN pH 1.6 (9 ml) a 372C

INDUCCION *IN VITRG" DE DESENQUISTACION
DE Giardia lamblia EN FORCIENTOw

Cuadro 6.

TIEMPD n RANGO X DS %C. V.
10 YR e e
15° 10 44 - 48 45.8 1,40 3.05
20° 10 27 - 34 31.9  =3.93 12.30

#4%X10% quistes (1 ml)+HCLIN

pH 0.5 (9ml) a 3792C



8. DESENQUISTACION DE QUISTES RECIEN EMITIDOS Y

REFRIGERADOS. Cuando la desenquistacion se 1leva a cabo el
mismo dia en que los quistes fueron eliminados, se obtuvo un
desenquistamiento del 38.2% y cifras ligeramente superiores
al segundo y tercer dia de refrigeracitn; el porcentaje més
alto, del 46.6 , se alcanzé a las 48 horas de su eliminacién

(cua&ra .

Cuadro 7. EDAD Y PORCENTAJE DE DESENGUISTACION DE QUISTES DE
Giardia lamblia REFRIGERADOS

DIA n RANGO X DS
1 10 21-51 38.2 +10.95
2 10 23-51 36.7 ~8. 47
3 10 37-53 46,6 +5.83
4 .. 10 33-51 43,0 +5.08

= numera X= promedio DS= desviacién estandar

&6



9. DESENGUISTACION Y MEDIOS DE CULTIVO. Se realizaron 30
ensayns en tres diferentes medios de cultivo para completar
la desenquistacién e iniciar la axenizacién.

El primer medio que se probé fue de acuerdo con la
farmula del TYI-S sustituyendo la tripticasa y el extracto
de levadura por la peptona de bictriptasa (PB-Bb-5) con
bilis y suero bovinos, todo de fabricacién nacional
{Bioxon).

Los resultados mostraran que se podia lograr
desenguistacién en un porcentaje de 27.1, y cultivos
primarios en 12 cepas, con cambio de medio diario,
sastenidos por dos semanas; después de este tiempo el
desarrollo disminuy® y a pesar del cambio diario de medio,
finalmente, las cepas se perdieron.

Al utilizar el medio TYI-S con tripticasa y extracto de
levaduras, sin vitaminas y suplementado con bilis y suero
tovinos, se logréd -un 48.47% de desenquistacién y se
axenizaron 20 cepas, mantenidas énr ocho semanas. Resultados
mejores se obtuvieron con el medio BI~S que contiene biosate
suplementado con bilis y suero bovino, al lograr un 49.9% de
desenquistacién y 28 cepas de cultivos axénicos, sostenidaos

10 semanas (cuadro 8).

Cuadro 8. DESENQUISTACION DE Giardia lamblia EN DIFERENTES
MEDIOS DE CULTIVO

MEDID n RANGO X DS %“C. V.
PB-Bb-S 30 #2-32 27.1  *3.25  11.99
TY-8 307 41-52 48.4  +3.69 7.62

BI-S . 30 47-53 49.9 *2.18 4.36




10. DESENQUISTACION. La desengquistacién completa con la

liberacitn de dos trofozoitos de un quiste inducidao, se

de cultive a 379. La secuencia en el
imagenes

logra en los medios
proceso la presentaremos en una serie de

fotograficas, que marcan con detalle la eclosién de los

trofozoitos.

DESENQUISTACION DE CERO A CINCO MINUTOS. Lo primero que se

observa es el alargamiento en la forma del guiste, seguido

por una retraccion en el contenido al aumentar los espacios

lacunares, la pared del auiste se conserva intacta. El

contenido citoplasmatico muestra cuatro nibcleos v axanemas,

Ademds puede verse una cantidad de quistes <in cambios

(figura 3).

Fig. 3. QUISTES DE 5. lamblia EN FROCEZO LE
DESENQUISTACION. La :magen izquierda musstr:

un quiste integro, alargado, con nucieos (W)

y restos de disco adhesivo (CA). A la

derecha se2 observa un guiste de contenido
retraido, con sistema lacunar (SL).

Observacién en fresco. Contraste de fases.i 250 1.

&3



DESENQUISTACION: CINCO A DIEZ MINUTOS DESPUES DE INDUCIDO
EL PROCESO. En este periodo aumenta el alargamiento en los
quistes hasta 15.0 a 15.7 um; en algunos, el contenido se
repliega sobre un extremo y se ohserva muy denso, como si
hubieran aumentado las estructuras en el interior y formado
una "madeja de flagelos*. Los nucleos se localizan
polarizados, con endosoma denso; en el mismo extremo se

distingue el sistema lacunar (figuras 4A y 4B).

Fig. 4. QUISTE DE G. lamblia EN PROCESQ DE
DESENGQUISTACION DE CINCO A DIEZ MINUTOS.

A) Quiste alargado que muestra en el extremo
inferior un aumento de estructuras como "madeja
de flagelos” (MF)

B) En el extremo superior se observan los niucleos
polarizados (N) y el sistema lacunar (SL).
Observaciones en fresco. Contraste de fases. 3500.
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15 MINUTOS DESPUES DE INDUCIDO EL

DESENQUISTACION: 10 a
se observa que 1 extremo opuesto a

FROCESD. En este perido
la polarizacion de los
bay un vaciamiento del contenido y forma una "burbuja" que

nucleos se prolonga en punta, donde

aumenta de tamafio. Esto corresponde a la zona de la “"madeja
de flagelos" donde se estan formando los flagelos y
la pared del quiste. La ‘“burbuja"
y libera un flagelo que se agita
cuatro

presionando contra
finalmente se rompe

vigorosamente, y de inmediato, aparecen de dos a

flagelos que se azotan con mucha fuerza. La cromatina

nuclear se torna fragmentada y 1los ndcleos permanecen

polarizados (figura 3.

Fig. S. QUISTE DE G. lamblia EN PROCESD DE
DESENRUISTACION DE 10 A 15 MINUTOS. Quiste
completo aumentado de tamafo, con un vaciamiento
en un extremo formando una “burbuja”.
Observaciones en fresco.

Contraste de fases. 1 250 X.
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DESENQUISTACION: 1S5S A 20 MINUTOS DESPUES DE INDUCIDO EL
PROCESO. En este periodo corresponde 1la salida de los
trofozoitos hijos del quiste. En ocasiones la divisién
celular se sucede tan rapidamente que los trofozoitos recién
formados no salen del todo del quiste, y parte de ellos
queda dentrao, distiguiéndose s6lo en forma libre los discos
adhesivos y flagelos. A veces las células hijas estén
totalmente formadas pero ain permanecen unidas al quiste por
la porcién terminal.
Cuando 1la temperatura de la suspension entre porta y

cubre-objeto disminuye, se observa un retrasoc en el prpcesg{

El contenido del quiste puede salir como una gran:“maséiy

flagelada, sin division de las células hijas v bérmén

asi por espacio de varios minutos, y no : o
completar la formaciéon de los trofozaftos hijos. En esfa,f
etapa 1la cramatina de las celulas hijas permanece

fragmentada y no se localiza cuerpo medial.

Fig 6. QUISTES DE G. lamblia EN FROCESO DE
DESENQUISTACION 15 A 20 MINUTOS. En el lado
derecho se muestran los trofozoitos hijos
parcialmente fuera del guiste, se distinguen
el disco adhesivo (DA) de una de las celulas
hijas y flagelos (F) agitéindose librenmerte,

A la izquierda se observan guistes completos
con ndcleos (N) condensados y sistema lacunar
(SL.), Observaciéon en fresco. § 250 X.



DESENQUISTACION: 20 MINUTOS DESFUES DE INDUCIDO EL FROCESD.

En este periodo los trofozoitos logran la eclosion Jel

guiste y permanecen “en pareja" desplazandose libremente =0 .0

r.o.. 19S

circulo y con gran actividad. En esto se distinz
discos adhesivos bien desarrollados y cada trofeczoito nijo
con ocho flagelos. Los trofozoftos estan unidos por  la
porcion terminal, donde no hay un disco adhesive (parte. del
canal ventral) y se pueden observar asl hasta das horas
después ‘de emergidos del gquiste. La cromatina nucleérTEE de
tipo granuloso y carecen de cuerpo mecial {(figura 787. Al
final de la division celular, los trofozoitos se separan por
la regitn terminal del cuerpo y forman un "puents d= tnisn®

en el extremo caudal del cuerpoc (figura 7B).

Fig. 7. QUISTES DE G. lamblia EM FROCESO DE
DESENQUISTACION 20 A 30 MINUTOS

A) muestra a dos células hijas unidas "en
pareja", con nidcleos (N) en posicion anterior ¥
cromatina fragmentada. Sin cuerpos mediales.

B) muestra el "puente" (P) gque se forma en los
ultimo momentos de la divisién celular.
Observaciones en fresco. 1 250 X.



DESENQUISTACION DESPUES DE 20 MINUTOS. A los 20 minutos
despues de iniciado el proceso de desenquistacién 1los
trofozoitos recién eclosionados se separan y se desplazan en
forma individual. Miden de 10.5 a 11.0 pm de largo y 8.0 pm
de ancho. Se nota un gran disco adhesive, los ocho flagélos,
los ndcleos y la cromatina nuclear fragmentada, axonemas y
azostilos y carecen de cuerpo medial. Pueden encontrarse
trofozoitos libres cinco o diez minutos después de haber
sido colocados los quistes inducidos en el medio de cultivo,
o pdaden permanecer en parejas por tiempos muy prolongados

{(figura 8).

Fig. 8. TROFOZINITO DE G. lamblia RECIEN
ECLOSIONADO, se sefala el disco adhesivo
(DAY, flagelos (F) maviles. 1 250 X.

La desengquistacién se ve afectada por la temperatura,
cuando ésta disminuye, el proceso se ve interrumpido en
alguno de los pasos y puede no completarse. Cuando se
detiene en el momento en que se forma 1la ‘"burbuja" se
ebcuentra una gran cantidad de quistes con vaciamiento en
un extremo. Asi mismo puede tardar el proceso de la salida
de los flagelos y en esta etapa se observan ‘'quistes
flagelados". La disminucién de la temperatura es capaz de
provocar gue la divisién celular no se concluya y haga
eclosién una masa flagelada sin diferenciacion.



11, AXENIZACION Y RESIEMBRAS. Se considera que la
axenizacion de una cepa se logra cuando el crecimiento sin
contaminacion puede sostenerse en subcultivos cada 72 horas
con un inéculo conocido.

A continuacién desglosamos los resultados de las 500
muestras de heces con quistes de G. lamblia que fueron
procesadas durante el tiempo de estudio, cuyos resultados se
obtuvieraon en forma periédica.

De las 500 muestras de heces procesadas por el método
CPS Ferreira 1:10, identificadas como positivas con qQuistes
de G. lagblia, se weleccionaron 370, que a la observacisén
microscopica mostraban més de 1,000 quistes por campo. Al
realizar las cuentas de quistes en cémara de Neubauer, 220
de las 370 nmuestras de heces contenfan més de cuatro
millones de quistes por gramo de heces, y se escogieron para
e} estudio.

Las 200 induccionss de desenquistacién se completaron
an tres diferentes medios de cu!iivo. de esta, en 80 ensayos
no se obtuvo desenquistacién; 40 se realizaron en peptona de
biotriptasa (PB-Bb-8), 20 en tripticasa y extracto de
levadura (TYI-S) y 20 en biosate (BI-S), todos suplementados
con bilis y suero baovinc mas antibiotico. €n los restantes
120 ensayos si lograron eclosionar los trofozoftos; 33
ensayos en media PB-Bb-8, 40 ensayos en TYI-S y 47 ensayos
an BY-S (cuadro 9).

Cuadro 9. 200 ENSAYDS DE DESENQUISTACION "IN VITRO" DE
Giardia lamblias

NUMERO DE MEDIO DE DESENQUISTACION#»
ENBhYOB CULTIVO ) (+)
73 PB~Bb-S 20.0 /40 16.5 /33
&0 TYI-8 10.0 /20 20.0 /40
&7 BI-6 10.0 /20 23.5 /47
200 40.0 /80 60.0 /120

. 1 ll 4 x 10 6% quistes + 9 ml de HC1 pH 1.6 a 379C
#& porcentaje / namero de ensayos.




Dentro del grupo de los 120 ensayos con desenquistaci6n
positiva, en 24 casos {(12%) el resultadao fue inferior al
30%, insuficiente para que el cultivo se sostuviera; de
estos 24 ensayos, 10 fueron aislados en PB-Bb-~S, & en TYI-S
y 8 en BI-S., Las 96 cepas restantes tuvieron porcentajes
mayores al 30% suficiente para sostener un cultivo, dentro
de este grupo, 23 axenizadas en PB-Bb-S, 34 en TYI-S y 39 en
BI-S. En cada uno de los casos se considera que los
resultados corresponden a la axenizacién y resiembras en
tres medios de cultivo, por 1o tanto, se wmuestran par
triplicado.

En el primer periodo, de estabilizacién de los
trofozoltos en los medios de cultivo, con recambio cada 24
horas, el 27.2% de las 96 cepas se contaminaron con
levaduras, y a pesar del cambio del medio nuevo diariamente
mds S50 microgramos de anfotericina B por sililitro , no se
recobraron y finalmente, tuvieron que ser desechadas.En este
lote de cepas unas se contaminaban durante el periodo de
recambio diario y atras en el periodo de espaciamiento de
resiembras; sélo se utilizaron los medios PB-Bb-S y TYI-S.

Las 70 cepas axenizadas restantes lograron sostenerse
sin contaminacién durante distintos periodos de tiempo. EIl
primer grupo de 22 cepas crecié por 2 semanas, dichos
cultivos primarios no pudieron alcanzar dna axenizacion
sostenida, ni entrar a resiembras cada 72 horas, estos
cultivos fueron: ocho en PB-Bb-S, ocho en TY-S y seis en
B1-S

En el segundo grupo de 4B cepas se logro pasar de
recambios cada 24 horas a resiembras cada 72 horas, con
inébculos de 1 mililitro de | x 0% y 1 x 10* de
trofozoitos; para estas avenizaciones se emplearon 20 en
TYI-S y 28 en BI-S§ (cuadro 10). Todas las 20 cepas
aisladas en TYI-S crecieron en forma libre sin llegar a
integrar monocapas, no se contaminaron y se mantuvieron
durante acho semanas, los cambios de wmedio se realizaban par
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centrifugacitn y concentracién en mililitro y transferencia
aun tubode 16 x 125 ma con 13 wml de aedio de cultivo
nuevo; a pesar de este tratamiento la sobrevida de las cepas
disminuyo, y finalmente, surieron. '

Cuadro 10. CRECIMIENTO EN MEDIO DE CULTIVO DE 96 CEPAS
AXENIZADAS DE Giardia lasblia.

NUMERC DE MEDIO DE SOSTENIMIENTO EN SEMANASH
CEPAS CULTIVD
23 PB-Bb-S 15.7/0 8.3/2
39 TYI-S 11.5/0 8.3/2 20.8/8
34 BI-S &.2/2 29.1/10 29.2/12

# porcentaje / namero de semanas

Otro qrupo de 28 cepas fueron axenizadas en sedio BI-S
y estandarizadas en subcultivos cada 72 horas con inficulos
de 1 x 10% y 1 »x 10® de trofozoftos por mililitro; 15 de
estas cepas, correspondientes al 53.5 por ciento, siempre
crecieron en forma libre sin monocapa y las 13 cepas
restantes (46.5%) hicieron monocapa adherida a la pared del
tubo durante su desarrollo. Nueve de ellas (9/13) formaron
una sonocapa 24 horas después de desenquistar y un peguero
grupo de cuatro (4/13), lograron integrar una monocapa,
después de una semana de recambio de medio cada 24 horas y
en ese momento se procedié al espaciamiento cada 48 y 72
horas.

Las 28 cepas axenizadas en sedio BI-S fueron las que
presentaron un mejor y mayor crecimiento, sostenidas en
subcultivos por 12 semanas. La manipulacién en las
resiembras ocasioné que el 21.47% (6/28) se contaminaran con
levaduras, el resto de 22 cepas (78.46%) crecieron en huenas
condiciones.

El mazino de sostenimiento de los cultivos fue de 12
sesmanas en medio BI-S suplesmentado con bilis y sueroc bovino



Y antibidticos en resiembras cada 72 horas sin
~ontaminacion.

En los primeros recashios cada 24 horas, el sedio de
cultivo, era iﬁunlado a la temperatura de 379C antes de ser
utilizado; a)l establecerse las resiembras cada 72 horas, el
medio se dejé a la temperatura del cuarto estéril. En las
pocas ocasiones en que se colocaron los medios en bafo frio
por cinco minutos, hubo una disminucion en el crecimiento de
los parasitaos.

En el caso de conservar en congelacién, con nitrégeno
ligquido, a tres aislados “Ruth", "Lupita" y “"Francisco”, que
presentaron un excelente crecimiento de monocapa, obtenidas
de nifos asintomaticos de guarderia vy sin embargo,
perecieron durante el proceso.

El sostenimiento de los cultivos axénicos se
interrumpié porque se habfan cumplide 1los objetivos del
trabajo y np era costeable mantener por tiempo indefinido
unas cepas que no tenfan, por el momento, ningan proyecto de
estudia.

En 19 cepas de las 22 conservadas por doce semanas en
BI-5, se pretendi6 espaciar los subcultivos a cada 96 horas
y también se utilizd el enfriamiento a 49C para desprender
la monocapa; en ninguno de los casos hubo crecimiento y

finalmente, se sacrificaron.

Los trofozoftos de cultivos de 12 semanas fueron
utilizades para frotis y observaciones directas de estudios
morfométricos, vy también para averiguar el tiempo de
duplicacién de 1los trofozaftos en cuentas realizadas en
cémara de Neubauer, Egtas'Bbservaciones hacen pensar que el
tiempo de generacién en nuestro modelo se encuentra entre 10

y 12 horas.



IX. DISCUSION

En la actualidad, de las parasitosis intestinales que
afectan a la poblacién infantil en los niAos, es muy
probable que la giardiasis ocupe el primer lugar en
frecuencia.

La incidencia de 42.6%Z de quistes de G. lamblia,
reportada en CPS de nifios que asisten a la caonsulta externa
del Hospital Infantil de México, Federico Gémez, coincide
con diversos autores #2.eé,47,40 que refieren mayor
prevalencia en nifos que en adultos, destacande los gtrupos
prescolares y escolares como los mas afectados.

El alto tndice, de 57.6%, de asintomdticos incluidos en
este estudio, serala la presencia de este protozoario en
nifos que aparentemente est4n sanos, pero que tienen upa
talla baja, quizad debido a la considerable deficiencia de
absorcion de nutrientes praoducida por el parésitn.

Dentro del grupo de nifos sintomdticos el principal
sintoma corresponde a diarrea cronica de mds de 15 dfas. =©
La giardiasis en adultos es poco frecuente en nuestro medio;
en aquellos que la padecen es sintomatica, cursa con un
cuadro clinico inespecifice de dolor epigastrice, y la
demostracién del pardsito requiere en muchas ocasiones de
sondeo duodenal. *3

Los métodos coproparasitoscopicos siguen siendo los mas
empleados para el diagnostico de las parazitosis
intestinales, y su seleccion depende de las necesidades de
diagnéstico y de los recursos con los que se cuente. Los
métodos de concentracién por flotacién son considerados como
los de mayor sensfbilidad en la basqueda de quistes de

protozoarios y huevos de helmintos.
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El m=ftodo de Ferreira, que incluye modificaciones
cuantitativas, ®'2 4@ considera el mis efectivo en el
diagnéstico general *t+.77 y permite con alta probabilidad
demastrar la presencia de pardsitos en aquellos casos
verdaderamente positivos. Ademas, con la modificaciéon de uso
de glucoma, los quistes se conservan viables para continuar
®l procesa.

Al considerar el valor de significaci6n menor del S%
en el uso de la técnica de concentraci6tn por gradiente
simple de sacarosa, *° ce selecciond esta con el objeto de
separar una gran cantidad quistes. :

De acuerdo con alqunos autores :°° el sulfato de zinc
permite una concentracién mayor de quistes que la glucosa.
8in embarqQo, en nuestra experiencia asi coeo en la de otros
autores, éste al cristalizarse, destruye los quistes, en
tanto que la glucosa los conserva en forma viable e {ntegra.
-, am

Los trabajos de Tombes en 1779 4% evidenciaron quistes
de gran flexibilidad que pueden tomar formas cuboides y
elfpticas. mientras que otros autores afirman que todos los
quistes son elipticos y las deformidades se deben,
probablemente, al procesamiento. En este estudio las
observaciones de quistes recién eliminados y que fueran
concentrados con sacarosa, permsite verlos con gran
flexibilidad, en formas cuboide, esférica, oval y eliptica.

Un reporte anterior, del! mismo laboratorio donde se
realiz6 este trabajo, determind en la cuantificacion de
quistes de 150 niRos con G. lamblia cuentas entre 10 mil y
20 millones de quistes por gramo de heces; €1 71.8 por
ciento de 1los pacientes estudiados expulsaba menos de 4
millones de quistes por gramo de heces, y la minorfa 28.2%,
expulsaba mas de 4 millones.

En nuestro grupo de estudio el S4% de los nifos
analizados pressnté cuentas mayores a los 4 amillones, sin
esbarQo e debe considerar que la muestra fue seleccionada
de acuerdo a los objetivos del estudio por lo que no se
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considera esta como representativa de 1la poblacion. La
cuenta mids elevada de quistes no necesariamente
correspondié a nifos sintomaticos, pero si el mayor
porcentaje de nifios con cuentas altas padecia por lo menos
uno o dos sintomas de los atribuibles a la giardiasis.

Uno de 1los mayores problemas que se presentan en el
manejo de los cultivos axénicos, es la facilidad con que los
medios enriquecidos se contaminan con enterchacterias y
levaduras. En nuestro modele de trabajo, un punto critico en
la axenizacién, fue purificar los quistes separados de las
heces, que contienen grandes cantidades de bacterias de la
flora normal o patdégena; por esta razén desde el método de
separacion y concentracién utilizamos una solucidén salina
con antibiédticos con el proposito de obtener quiste libres
de contaminantes y mantenerlos viables.

Existe s6lo un reporte en donde se menciona #°4 gue
una combinacion de mcostatin, agentamicina, kanamicina,
penicilina y estreptomicina es atil para la purificacién y
axentzacién.

En este estudia el usn  de una combinacion de
antibidticos contra Gram (+) y (~) y hongos, en los primeros
pasos de la concentracién y tambier en una serie de lavados,
antes de inducir la desenquistacion e inocular los medios
de cultiva, dio excelentes resultados. Esta estrategia
permitio la eliminacion de contaminantec antes de iniciar
los cultives y evito asi un crecimiento masivo de estos en
los medios en los que crecieron los parasitas.

En relacion a la viabilidad de los quistes esta
demostrado que las heces mantenidas en refrigeracion a 49C
no dafan la integridad 1y viabilidad de los quistes, 7%
Considerando esto se pudieron conservar las muestras de 24 a
48 horas hasta sSu  praocesamiento sin  que tuvieran
alteraciones e@n los quistes.

Bingham ¢° ha sugerido que se requieren de dos a siete
dias de maduracién antes de la desenquistacion; otros
autores 1% garcaron un tiempo de maduraci6n de una semana,



y estoc mismos autures, en 1984, 1o realizaran
desenquictacién sobre quistes a la primera y segunda hora
de ser eliminados. .

En los ensayos con quistes mantenidos a 42 hubo un
mayor porcentaje de desenquistacion que en aquellos
conservados por 48 horas. Sin embargo se obtuvieron cifras
considerables, del 38.2% en quistes recién eliminados, lo
cual es suficiente para llevar a cabo una transmisién
directa, sobre todo en lugares hacinados, como guarderias,
donde ademis puede haber malos habitos higiénicos.

Diversos métodos utilizados para determinar viabilidad
de quistes ®1.104.193 ngpartan porcentajes hasta en 80 y 90
por ciento. En el caso de este estudio l1lam4 la atencion que
se encontrara un porcentaje del 75 a 76 de quistes viables,
y un 24 a 257 no viables en los recién eliminados y en los
concentrados con gradiente simple de sacarosa. Los
resul tados muestran que el proceso de concentracién por
gradiente simple no modifica la viabilidad y que
probablemente, el porcentaje obtenido en aste estudio, sea
una caracteristica de Giardia lamblia en niRos.

Estudios wsobre viabilidad de quintes de 6. suris con
colorantes fluorogénicos ™2 en los cuales se separan quistes
FDA (4+) viables, se@ pude observar un espacio entre el
citoplasma y la pared, con grupos de flagelos en un extremo.
Log quistes Fl (+) ,no viables, mostraron nlacleos bien
deﬁnidoé. axonemas y elementos curvados del disco adhesivo,
sin bren!ntar espacio lacunar. Sin embargo, en nuestras
observaciones identificamos un grupo de quistes no viables
(13.4 a 14.0%) con poco espacio lacunar, el citoplasma
retraido, nicleos y axonemas bien definidosy y otro grupo
(10.0 a 11.5%) denominado "quistes fantasmas" ®™° con el
contenido citoplésmico auy retratdo, . sin morfologia
interna, que puede confundirse con otras estructuras.

La ausencia de *"quistes fantacmas" ®n las observaciones
de Schupp ®® pusden deberse a que fueron realizados en
quistes de G. surjs y este estudio se hizo con quistes de G.
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lamblia. Asi estas caracteristicas podrian ser un caracter

diferencial de especie.

La induccién "in vitro" s6lo tiene éxito sobre quistes
maduros tetranucleados; en nuestras observaciones esto
ocurrié en 97.1% de quistes tetranucleados en muestras de
heces recién eliminadas, que sugiere la presencia de una

mayoria de quistes maduros.

Las condiciones de induccion "in vitro* de
desenquistacion son similares a las que ocurren en el
estémago del hombre, con un pH 1.5 - 2.5; ** gobre estas

bases los primeras ensayos experimentales "in vitro"
demostraron que la induccién es acido dependiente ¢° y que
requiere de una solucién con pH entre 1.0 y 2.0} estos
trabajos determinaron varios pasos en el proceso: 1)
concentracion de quistes, 2) solucion inductora a pH &cido,
3} lavados con solucién neutra, 4) inoculacién en medios de
cultivo, 197 1ee, 1vo, =11

En €1 modelo de trabajo propuesto en este estudio la
s0lucion inductora es de facil preparacitn a base de HCI,
diluido en agqua desionizada inyectable para obtener un pH
1.6; la preparacién de esta es mas sencilla que las
reportadas ¢°,188 211 qgue emplean una soluciéon de . Hanks,
HCl, pepsina o bicarbonato de sodio. **°

' Con el objeto de neutralizar los quistes después de la

inducci6n de desenquistacian éstos se lavaron con solucién
salina mas antibibticos, metodo mas simple que €1 de
solucion Tyrode., 1%°

Las condiciones de induccién de desenquistamiento
para G. wmuris difieren considerablemente de las empleadas
para G. lamblia. En el caso de quistes obtenidos de ratones
se requiere de una solucién con potencial de oxido-reduccién
(Eh) +120 mV  parque si se inducen bajo las mismas
condiciones que G. lamblia, s6lo se obtiene un S% de
desenquistacion. 197 Este podrfa ser un carscter
diferencial isportante entre las dos especies de Giardia, lo
cual apoyaria el concepto de que la especie de G. lamblia



del humana y la de samfferos inferiores es la missa, peroc no
seri{a un cardcter diferencial de cepas entre las aisladas en
las distintas areas geograficas.

El porcentaje de dessnquistacion varia de un donador a
otro ¢, =11 y aun puesde tener diferencias sn e} sissc
individuo; en este estudic observamos gue el nisero de
quistes expulsadas por un  individuo no es regular, y se
sugiere que el porcentaje de desenguistacién esta mas
relacionado con el namero de quistes gque con el origen de
los mismos.

" Algunos estudios proponen gque hay de 90 a 92% de
desenquistacion en pacientes sintom&ticaos y un 42% en
asintomaticos, %« t.os resultados de la Adesenquistacim
empleando guistes aislados de nifos sintomiticos y
asintomdticos en nuestro estudio, sedalaron que 1 maximo
porcentaie fue del 33Z de una nifia asintomdtica de
quarderia y en general, la wmayoria de las aislados
correspondieron a nifos asintomdticos. Probablesente esto
también concuerda con  que la mayoria de los nifos
giardidsicos son asintomaticos.

De manera similar a otros reportes 9,187 gheervamsos
que la desenguistacion se inicia en un extremo del quiste,
éste se alarga y las estructuras en el interior aumentan.
Pero el microscopin de luz con iluminacion de Kaller y de
contraste de fases, no permite distinguir cuadl es el polo de
eclosidn, o si existe algdn aicropilo o sivio de salida,
como tampoco ha sido visto en la microscopia electronica.*®*

Beqgtin nuestras cbservaciones, probablemente los
flagelos son los priseros en formarse en las células hijas,
se encuentran como una "sadeja’ en un extremc y presionan
sobre la pared hasta forear una ‘“burbuja“ que aumenta de
tamafio y se rompe pars liberarios

Lo que se observa al inicio del proceso, es una
clara polarizacion de los nGoleos .y en la parte opussta, se
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ubican los flagelos; este polo serd el punto de salida de
las células hijas.

En este wmodelo no se observaron caracteristicas en el
borde de inicio de eclosion, como las aicroesférulas
descritas por Buchel, *®® g4iz4 esto se deba al hecho de
que nuestras observaciones se llevaron a cabo con
microscopia de luz y con un sistema de contraste de fases.

Algunas descripciones *@®.18> gazzlan la eclosién de
una masa flagelada que, fuera del quiste, inicia la
citoquinesis para la formacion de las dos células hijas. En
nuestro modelo la divisioén de los trofozoftos comienza
dentro del quiste y sus estructuras estan bien diferenciadas
al salir de éste. Asimismo observamos que en estas etapas
los dos trofozoitos libres pueden tener un extremo todavia
unido al guiste.

Ests descrito que la temperatura es un factor primordial
para inducir desenquistacién, asi todas las soluciones vy
medios de cultivo deben estar a una temperatura de 3769C
antes de ser utilizadas , y el mismo proteso debe sucederse
a 37 9oC, en esto concuerdan tanto los estudios con cepas de
G. lamblia comn aquellos que emplean a B. muris.

En las condiciones del ensayo a temperatura constante
de 372C la diferenciacién se lleva a cabo en unos cuantos
minutos vy dentro del quiste. Sin embarqo cuando la
temperatura disminuye, el proceso se detiene y podemos
encontrar "masas flageladas" que pueden permanecer asi
varias horas sin que se formen las células hijas.

Las diferencias que encontramos con respecto a otros
trabajos '®7.49%® e gefalan que la divisién de las ceélulas
hijas se realiza fuera del quiste, probablemente se deban a
que el material se fija para estudio de microscopia
electrénica, sientras que nuestros ensayos se hacen en
fresco y en vivo.

Despu#s de la divisidn, las células hijas permanecen
unidas hasta por dos horas, con un citoplasma continuo entre
los dos trofozoitos, que se separan por estiramienta,
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formando un “puente” entre ellos. Los trofozoftos recién
eclosionados miden 10.5 a 11.0 uma de largo y 8.0 um de
ancho, carecen de cuerpo medial y la cromatina nuclear estéa
fragmentada; doce horas después de su salida del quiste,
alcanzan las dimensiones de 12.0 a 14.0 um de largo y 7.0 a
7.0 um de ancho, la cromatina nuclear se ha condensadoc en un
endosoma central y puede o no presentar cuerpo medial.

Cuanda los quistes i1nducidos se colocaron en el medio
de cultive, a los cinco minutos, se observaron trofozoftos
libres e independientes, mientras que en las preparaciones
entre porta y cubre objetos, se detectan trofozoftos unidos
en pareja y la eclosidén puede retardarse hasta 30 minutos.

A medida que evoluciona la formaciaon de las células
hijas en el interior del quisté, la cromatina nuclear se
modifica, con el propbsito de observar los cambios sufridos
durante la desenquistacion se detuvo el proceso  en
intervalos de varios minutos y se tiAG con diversos
colorantes, en preparaciones en fresco o permanentes, asi
pudimos identificar en los quistes inducidos los cuatro
nlicleos con  endosoma central y polarizados en un extremo,
cuando se forma la burbuja y los nuevos flagelos emergen en
un polao, la cromatina del endosoma se fragmenta y se observa
difusa en el nucleo, con localizaci6n polarizada. Observamas
ademis que en los trofozoftos recien formados que no
abandonan del! todo el quiste, la cromatina de los ndcleos
estsd fragmentada vy asi permanece aun en los trofozoftos en
pareja y en los libres; nuestras observaciones peraiten
suponer que la cromatina nuclear se fragmenta en &l momento
que se forman los trofozoitos hijos dentro del quiste.

Estas observaciones no han sido descritas con
anterioridad y considerando esto se propone que los
trofozoitos eclosionan primero del extremo posterior del
'cuerpo, con la salida de los flagelos caudales, ventrales y
laterales, y la dltimo en emerger es la porcién anterior

que contiene los nucleos.



El tiempo de desenquistaci16n estimado por Bingham *° es
»de S a 20 minutos y el estimado por otros autores, de & a 48
horas. *®° En nuestra experiencia, despues de 5 minutos de
colocar los quistes inducidos en los medios de cultivo, se
ven trofozoftos libres. En el caso de observaciones entre el
porta y cubre objeto el proceso parece llevar mas tiempo.

€n este estudio el proceso de desenquistacion que emplea una
técnica rapida, cuya duracién, menor de una hora entre la
incubaciéon en la solucién 1nductora, los lavados con
solucién salina mas antibi6ticos, y la incubaciéon de quistes
en el medio de cultivo permitié obtener un 607 de
desenquistamiento, cifra muy similar 9@ 5 jigeramente
inferior a o obtenido por otros investigadores 2%3.1®7.27
que corresponde al promedio general reportadoc en varios
ensayos, sin embargo en los dltimos procedimientos el
resultado llegd a ser del 90%.

Uno de los objetivos era el lograr cultivos azénicos de
aislados de G6. lamblia que pudieran mantenerse por tiempos
prolongados y sirvieran como base para estudios posteriores,
para este propésito se prest6 atencion en la vigilancia y el
sostenimiento de los cultivos.

En la mitad de 1los casos con desenquistacion superior
al 30%, obtuvimos cultivos durante 8 semanas ; 28 cepas
sabrevivieron 10 semanas y el resto (22 cepas’ se sostuvo
durante 12 semanas.

Pocos repotrtes de cultivos axénicos mencionan el
paorcentaje de éxito en la arxenizacién en relacitn con el
nunero de ensayos, tampoco sedalan el porcentaje que forma
monocapa o permanece libre, s6lo encontramos referencias del
tiempo que se sostuvo una cepa determinada.

Las condiciones de laboraloric que deben tomarse en
cuenta para la axenizacién sostenida, son wmuy diversas,
segun las opiniones de varios autores. Para Gillin, 2°% g}
crecimiento de la cepa depende mas del tipo de medio de
cultivo que del porcentaje de desenquistacién o viabilidad
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de los quistes; Kasprkard *'* propone que el crecimiento se
ve favorecido con un buen desarrollioc en sedio TPS-1 y con
pobre crecimiento en TYI-8. Nuestros resultados también
varfan de acuerdo con el tipo de sedio utilizado: el PB-Bb-§
permitié el desarrollo de cultivos primarios durante dos
samanas; en ! medio TYI-8 crecieron 3I® cepas, de las
cuales, e] U1.2% (20/39) se mantuvieran por ocha semanas, y
el mayor éxito, de &4.7% t22/34), sostenido por 3: Semanas,
se obtuvo en el medio BI-S.
El crecimiento de §, lamblia en cultivo, en su mayoria,

tiende a formar monocapa ¥©¥ que puede presentarse a las 24
horas de 1noculados en el medio, D requerir de 19 a T1 dias
en formavse. 243 Nuestras observaciones madtraron que de las
cepas axenizadas, uWn 19% de los trofozoltos farman monocapa
en medio BI-8 & las 24 horas de incubacion .

Btro grupa, mucho mads numerosn, del 81%, se desarrolla
en forma libre, en su mayorfa no llega a farmar monacapa ni
en tripticasa o)y en bigsate y decrece facilaente; el 10 % de
esta poblacién forma monocapa adherida al tubo tardiamente,
s6lo en BI-S.

Investigadores que trabajan la axenizacién como rutina
tuvieran en sus inicios un exita del 7%, yue fue superado
posteriormente con logros del 3I1.8% y 47.7% 22,

La experiencia nos permite afirmar que la prdctica y
tonacimiento de¢  la desenguistacion y axenizacion pueden
aumentar. el porcentaje de éxito en relacibe con el inicio de
los ensayos; as{, se utilizarian en forma rutinaria para
ohtener productciones masivas de trofozcitos de Giardia
lamblia. )

fa desengquistacion es un instrumento de trabajo que
puede ser empleada para conocer la  viabilidad de los
quistes, 1la capac:de infectante, la longevidad, la
efectividad de desinfectantes y t&rmacos sobre los guistes.

Los detalles en @) proceso de desenquistacion podelan
servir para aspliar los conocimientos que sobre la biologilas



de G. lamblia se tienen y podrian ser utilizados como
criterios de clasificacion taxonomica.

Actualmente se conocen los pasos en el proceso de
desenquistacion y se controlan los factores extrinsecos gque
inducen el fenémeno, pero se desconoce la biologia molecular
de la citoquinesis, s1 existe un fenémeno enzim&tico vy
cudles son las acciones sobre la pared quistica para romper

y salir.
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10.

Xw CONCLUSIONES

En el proceso de recuperacién de quistes a partir
de individuos parasitados con G. lamblia, la mayor
concentracién se obtieng a través de gradiente
simple de sacarosa.

La eliminacion de microorganismos contaminantes en
las muestras de quistes se logrd empleando

una combinacién de antibibéticos para purificar
quistes consistente en penicilina, estreptomicina,
gentamicina y anfotericina B, en solucién salina.
El 97.1% de los quistes recién eliminados son
tetranucleados.

Se encontrd que la viabilidad de las quistes recién
eliminados y de los concentrados con sacarocsa, esta
entre 75 y 7&%.

El mayor porcentaje de desenquistacién se obtiene
con solucidn inductora a base de HCl en agua
desionizada inyectable a un pH 1.4,

E1 proceso de induccién y desenquistacidn

requirié de una temperatura de 379C.

La desenquistacién en medio de cultivo ocurrié

en los primeros 5 minutos después de la

induccién de los quistes, observandose

trofozoitos libres.

Cuando &1 proceso de desenquistacién entre porta y
cubre-objeto tuvo una duracién de 30 minutos.

Los trofozoftos hijos se forman dentro del quiste
y se liberan potr un extremo.

La formacién de los trofozoftos hijos dentro del
quiste se observa con la fragmentaciéon de la
cromatina nuclear.



11,

Los 'trofozoitos recién eclosionados miden de 10.5

a 11.0 um de largo por 80 um de ancho sin cuerpo
medial y con.cromatina nuclear fragmentada.

Los subcultivos de los trofozoitos aislados se
pudieron mantener mediante resiemhras cada 72

horas e inoculos de 1 x 10 3, )

La mayor parte de los aislados crecieron en farma
libre, mientras que la minoria lo hizo en monocapa .

vLas monocapas de trofozoftos adheridas al tubo se

obtienen preferencialmente en medio de biosate.
Las diversas moditicaciones realizadas durante el
presente trabajo permitieron ampliar la experiencia
en el proceso de desenquistacion, el cual presenté

altos rendimientos en sus Gltimas etapas.



XTI RESUMEN

Varios trabajos sugieren que la giardiasis infantil en
México presenta diferencias clinicas y epidemiolégicas de la
de otros pafses del mundo. Para conocer si éstas se derivan
del pardsito, es indispensable contar con cultivos axénicos
de G. lamhlia obtenidos de niAos mexicanos.

En este trabajo se establecid una metodologfa rapida y
facil para inducir desenquistacion "in vitro" y obtener
trofozoftos para iniciar cultivos axénicos. Se obtuvieron
quistes a partir de nuestras heces mediante concentracion en
gradiente simple de sacarcsa Yy purificacién con solucién
salina y antibidticos . La desenquistacion de logrdé con el
empleo de wuna solucién inductora de HC1 con pH 1.6 e
incubatién' a 378C durante 40 minutos, en 200 ensayos se
logré unb607% de desenquistacién.

La liberacion de 1los trofozoftos a partir de guistes
inducidos se llevd a cabo en tres medios de cultivo: peptona
de biotriptasa (PB-Bb-S), tripticasa y extracto de levaduras
(TYI-8) y biosate (BI-5), todas complementadas con bilis y
suero bovino y antibiéticos, con un porcentaje de éxito de
27.1, 48.4 y 49.9%, respectivamente.

En el andlisis microfotografico de desenquistacidn se
observa que” se inicia con la retraccién del contenido del
quiste y el alargamientoc de este, polarizacién de nicleos
con cromatina densa y formaciéon de "madeja de flagelos" en
el extremo opuesto. Los flagelos presionan la pared del
quiste y originan una "burbuja" en un polo, que de inmediato

se rompe y los libera. Dentro del guiste se originan los



trofozoftos hijos con cromatina fragmentada vy eclosionan
par un extremo, unidos en “pareja”.

El proceso de eclosién durd cinco minutos en el tubo
de medioc de cultivo y se alarga de 20 a 30 minutos en la
preparaciétn en fresco al microscopio.

Los trofozoitos recién eclosionados miden de 10.5 a
11.0 um de largo y B.0 de ancho, presentan cromatina nuclear
fragmentada y carecen de cuerpo medial. El mantenimiento de
trofozoitos aislados se logro empleando tres medios:PB-Bb-8S,
TY1-S y BI-S.

En el medio PB-Bb-S el desarrolla de cultivos primarios
se lagré durante dos semanas, con cambio diario de medio de
cultivo., En el medio TYI-S crecieron 39 cepas y el 51.2%
.$20/39), durante ocho semanas. El mayaor y mejor
snstenimiento fue en el medio BI-S, de un total de 34 cepas,
el 64.7% creci6é en subcultivos con recambio de medio cada 72
horas durante 12 semanas.

Los ensayns realizados con este modelo permitieron
ampliar la experiencia en el maneija del métada de
desenquistacion, el cual presenté altos rendimientos en la

fase final de este trabajo.



XIT-AFENDICE TECNICO

1. COPRCFARASITOSCOFICO (CFSY FERREIRA 1:10

- Fesar 5 g de materia fecal en un frasco de cristal
de capacidad de 100 ml,

- Agregar 45 ml de formol al! 2% y homogeneizar con una
varilla de vidria.

- Colar la suspension a un tubo de poliuretano de 25 »

130 mm y volumen de S0 ml, sobre un embudo con malla

de alambre.,

Centrifugar a 7G:0 Xg durante un minuto.

- Decantar el schrenadante y agregar 10 ml de solucion
de sulfato de zinc con densidad de 1.20Q baume y
agitar el sedimento con una varilla de vidrio;
retirar la varilla y colocar la “campana de Ferreira"
y completar el llenado dal tubo con sulfato de zinc
hasta el borde.

- Centrifugar a 700 Xg durante un minuto.

~ Retirar el tubo de la cetrifuga y colocarlo en una
gradilla.

- Fresiorar la banda de hule de l< "campana" entre el
pulgar y el indice, e inverti~ la "campana” sobre un
porta—-chjeto, agreger una gota de lugol, colocar un
cubre-objeto.

2. CFS FEFREIFA 1:1) CON GLUCOSA

- Fesar 5§ g de materia fecal en un frasco de cristal
de capacidad de 100 ml.

- Agregar 45 ml de solucién salina con antibidtico y
homogeneizar con una varilla de vidrio,

~ Colar la suspension a un tubo de poliuretano de 25 »
100 mm y volumen de S0 ml, scbre un embudo con malla
de alambre y gasa.

- Centrifugar a 700 Xg durante un minuto,

- Decantar el sobrenadante y agregar 10 ml de solucion
de glucosa con densidad de 1.192 baume y acitar el
sedimento con una varilla de vidrio, retirar la
varilla de vidriz v colocar la “campana de Ferreira®,
completar el llenado del tubo hasta el borde con
solucion de glucosa.

- Centrifugar a 700 Yg durante un minuto.



~ hetirar 2] *tubo de la centrifuga ¥ cclocarlo en una
gradilla. .

- Freeionar la banda de hule de la "campana” entre el
pulgar y el ind:ce e 1nvertir la "campana" sobre un
embudo con papel filtre, en un tubc de ensaye de 17 x
100 mm y agregar S ml de solucian salina con
.antibioticos.

- Centrifugar a 600 Xg durantre cinco minutos, retirar
el sobrenadante.

~ Repetir la centrifugacidn con solucion salina con
antibisticos y dejaer en un volumen de un mililitro.

3., GRADIENTE SIMFLE DE SACAROSA ' ;

- Pesar 5 g de material fecal en un frasco de cristal
con capacidad de 100 ml.

- Agregar 45 ml de solucién salina con antibidtico y
homogeneizar con una varilla de vidrio. R :

~ Colar la suspensién a un tubo de poliuretanc de 25 x !
100 mm sobre un embudo con malla de alambre y gasa.

~ Centrifugar a 70Q Xg durante un minuto.

- Decantar el saobrenadante y reali:zar dos lavados con
solucion salina con antibiotico. .

- Colocar en un tubo conico de pliastico con tapén de i
rosca tres mililitros de solucion de sacarosa 0.83M.

- Agregar cinco mililitros de suspension de heces, H
deslizando por las paredes.

- Centrifugar en frioc a 49C a 600Xg durante 10 minutos.

- Retirar con pipeta Pasteur la segunda interfase que
contiene los quistes y colocarlos en un tubo cénico
graduado de cristal de 15 ml y agregar 5 ml de
salucién salina con antibidtico.

- Centrifugar a 600 Xg durante cinco minutos.

~ Realizar dos lavadas con solucién salina con
antibi1aticos, para retirar el exceso de sacarosa y
dejar un velumen final de 1 ml.

~ Realizar el mismo procesoc para obtener finalmente
varias alf{cuotas de quistes con ! ml cada una.

4. CUANTIFICACION DE QUISTES

- Conteo en camara de Neubauer.

- Tomar con la pipeta de Thoma hasta 0.5 ml del paquete
de concentrado de quistes.

- Llenar a 11 con solucién salina (dilucion 1:20),
agitar durante un minuto.

- Tirar las dos primeras gotas, y la tercera y cuarta
colocarlas en ambos extremos de la cdmara, entre el
cubre-objeto y la camara.

-~ Contar los quistes contenidos en los cuatro extremos
de la cuadri{cula.

~ Multiplicar por 50 para obtener el numero de quistes



w

o

Eor am3,

Multiplicar por 1000 para chtermer el nimerc de
guistas por mililitre.

Realizar la cuenta en ambos extremos de la camara 'y
promediar.

Freparar varios inocules con 4 x 10%* guistes/ml
cada uno. .

. SOLUCION CON ANTIRIQTICO PARA PURIFICAR QUISTES

Freparar lL de solucion salina isotonica y
esterilizar,

Agregar lg de estreptomicina S (sector salud) y
un millon de unidades de penicilina G sodica
(Fisa).

Freparar Ll de una solucién salina isoténica y
esterilizar.

Agregar 1g de Estreptomicina, un millén de
unidades de penicilina y 100 mg de ketoconazol.

Freparar 1L de solucion salina isoténica y
esterilizar,

Agregar ig de estreptomicina, un millén de
unidades de penicilina y 100 mg de netromicina.

. SOLUCION CON ANTIBIOTICOS, OFTIMA PARA PURIFICAR QUISTES

Freparar tl de solucitn salina isotonica y
esterilizars

Agregar 1g de estreptomicina, un millén de
unidades de penicilina, 100 mg de gentamicina y
50 mg de anfotericina B.

7. CONTEO DE NUCLEDS

Tomar una gota de los paguetes de gquistes obtenidos
por gradiente y colocarlos en un porta-objeto.
Agregar una gota de colorante de azul de algodén
{azul de anilina) al 1%, colocar un cubre-cbjeto.
Observar al microscopio con objetivo 10Q0x y realizar
una cuenta diferencial de 100 guistes, con dos o
cuatro nacleos.

Fromediar la cuenta de cinco lecturas.

Reportar parcentajes de quistes bi y tetranucelades.

8. TINCION EN FRESCO Ul WUISTES CON EDSINA Y

Tomar una porcién de heces con gquistes recién
eliminados, una gota de los pagquetes de quistes

o
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obtenidos por gradiente y una gota de los paquetes de
quistes purificados, colocarlos por separado en un
porrta-ob jeto.

~ Agregar una gota de eosina Y al 1%, colocar un cubre-
ob jeto.

- Dbservar al microscopio con objetivo de 100x y
realizar una cuenta diferencial de 100 quistes, entre
los teAidos de rojo y los que permanecen sin
coloracion.

~ Promediar la cuenta de cinco lecturas.

- Reportar porcentajes de quistes viables (sin tedir)

y no viables (teAidos de rojo).

INDUCCION DE DESENQUISTACION "IN VITRO"

- Preparar en concentraciones de IN, 0.5N y O.1IN, HEl
{&cido clorhtdrico) con pureza del 3&%.

~ Emplear agua corriente, destilada, bidestilada,
desionizada y desionizada inyectable.

- Medir en potenciémetro el pH de la salucién

Solucién Gptima para desenquistacién:

~ HC1 (pureza del 36%)-- ——~= 7.0 ml

- agua desionizada inyectable (Pisa) a 1 1

- ajustar estrictamente en el potenciémetro a pH 1.6

Metodologfa de Induccion:

- Colocar en la estufa a 372C la soluci6n de HCl, la
solucién salina con antibi6ticos, tubos con 7 y 13 ml
de medio de cultivo y la suspensién de quistes,
esperar a que tomen la temperatura de 379,

- Montar varios tubos en una relacién 1:10, de 1 ml
con 4 x 1046#% de quistes maAs 9 ml de
solucién de HCl.

~ Agitar e incubar a 372C durante 40 minutos.

-~ Centrifugar a 650 Xg durante cinco minutos.

~ Retirar el sobrenadante con pipeta Pasteur y realizar
dos lavados con soluci6n salina con antibiotico.

~ Daejar 2 tubos de 13 x 75 mm con una suspension final
de 0.5 ml.

- Dejar an tubos de 13 x 75 mm una
suspension final de | ml.

.MEDIO DE CULTIVO TYI-5

tripticasa 2 g9
extracto de levadura 1 9
glucos 1 9
cloruro de sodio 0.2 g
L- cisteina 0.2 g
Acido ascorbico 0.02 g
fosfato de potasio hasico 0.06 ¢
fosfato de potasio dibésico———-———-- 0.1 ¢

96



bilis bovina 0.1 g

citrato férrico de amonig-—————v—m——m—- 0.0023 g
agua bidestilada 100 ml
penicilina G sodica 25,000 U
estreptomicina "s" 0.025 [+}
suero bovino descomplementado--~=—=—-——- 10 ml

- Ajustar el pH a 6.8 - 4.9 con NaOH 1IN
~ Prefiltrar en filtro de porcelana con papel filtro
Watman No. 1

- Prefiltrar con membrana AW de millipore

- Esterilizar con membrana 0.45 um de millipore

- Envasar en tubos de borosilicato con tapén de rosca
tubos de 14 x 100 mm—==~w=e~oe—— 7 ml
tubos de 16 x 125 mm~—————-——— 13 ml

11. CUARTO ESTERIL

Cuarto independiente, cerrado hermético, con luz
ultravioleta. Conexiones para gas, aire. Tarjas con
llaves de agua corriente. Mesas y sillas de trabajo.

12, DESENQUISTACION

- Colocar en la estufa a 372 el tubo de tapén de rosca
con 7 ml de medio de cultivo con PB-Bb-§,TYI~-S5 o BIl-S5.

- Inocular la suspensién de 0.5 ml de gquistes inducidos
y lavados con solucion salina mas antibiético.

~ Incubar en la estufa a 379C.

13. OBSERVACION DIRECTA DE DESENQUISTACION
Examen en fresco

~ Retirar de la estufa a 372C el tubo de ensaye con
medio de cultivo y los quistes inducidos, cinco
minutos después de ser colocados.

- Tomar una gota del contenido y ponerla entre
porta y cubre-objeto.

- Devolver a la estufa el tubo de cultivo.

- Dbservar al microscopio con abjetivo 100x.

- Realizar esquemas, medir el tiempo de los eventos
y fotografiar con luz normal y de contraste de fases.

~ Repetir las cbservaciones en diferentes tiempos de
incubacioén.

- Realizar los pasos antes mencionados, pero en
preparaciones coloreadas con azul de algodén
al 1% y easina Y al 1%.

14. TINCION PERMANENTE CON GIEMSA

- Elaborar frotis del material contenido en los
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medios de cultivo, con crecimiento de uno, dos,
cuatro, 12 y 24 horas.

- Fijar con alcohol etflico absaluto, durante tres
minutos.

— Secar al aire.

- Fijar con solucién de formol al 10% en amortiguador
de fosfatos, durante 30 segundos.

~ Secar al aire.

- Tedir con solucion de Giemsa 1:45, durante 45 minutos.

- Lavar con agua corriente y secar al aire.

AXENIZACION

~ Colocar en la estufa a 372 C el tubo de tapdn de
rosca con 13 ml de medio TYI-S o BI-S.

~ Inocular la suspensiéon de 1 ml con quistes
inducidos y lavadaos con solucién salina mas
antibidtico.

- Incubar en forma inclinada en la estufa de 372C,

LAVADO Y PREPARACION DE MATERIAL

- Sumergir el material sucio en solucién de
hipoclorito de sodio al 10% durante 4 horas.

- Enjuagar con agua corriente.

- Sumergir el material en solucién de extrdn neutro
al 5% por 24 horas.

- Tallar con escobillén todo el material.

- Enjuagar con agua de la llave varias veces y
finalmente con agua destilada, hasta quitar el
exceso de detergente.

- Colocar el material de cristalerfa en canastillas
y secar al horno a 1208C durante 30 minutos.

- Dejar escurrir y secar al aire el material de
poliuretano.

- Envolver con papel Kraft los tubos de tapén de
rosca, tubos cénicos de cristal, pipetas graduadas,
pipetas Pasteur, tubos de poliuretano, embudos,
rejillas, equipo de filtracién, matraces Kitasato.

- Esterilizar en autoclave a 1S libras de presion
durante 15 minutos.

FREFARACION DE SOLUCIONES
a. Scluci6n de formol al 2%

formaldehido comercial al 3&%———~———m~—— 20 ml
agua de la llave TR P

b. Salucién salina isoténica .
cloruro de sodio ?q
agua destilada ai

ki
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Solucién de sulfato de zinc, densidad a 1.200 baumé
sulfatro de zinc comercial-——-—~w~-- f-f‘350*g

agua destilada Lo
ajustar densidad a 1. 20, con denslmetru. S

Lugol (solucién madre)

yado cristaloide - S é
yoduro de potasio - 10 g
agua destilada 100 ml
Solucion de glucosa con densidéd 1,198 baumé
glucosa 35¢ 9

agua destilada 11
calentar para disolver, envasar y esterilizar
en autoclave.

Solucién salina con antibi6tico

cloruro de sodia % g
agua destilada atl
estreptomicina "8" (sector salud)----- 1 g

penicilina G sadica (Pisa)
gentamicina (Sheramex)-—-—-—
anfotericina B (Sguibbh)-~-—mr~mmresw—a—-
Freparar la solucitn salina y esterilizar en
autoclave, agregar los antibidticos.

Solucion de sacarosa 0.85M

Sacarosa (PM-342) 290.7 g
Agua destilada all
Calentar para disolver, envasar y esterilizar en
autoclave, la solucién presenta una densidad de
1,112 baumé,

Solucian de HC1 O.1N a pH 1.6

HO1 (J6% de pureza) ————e—=—meam——ea 7.0 ml
agua desionizada inyectable libre
de pirégenaos (Risa)-————~-—c-oo—os 11

Ajustar estrictamente a pH 1.4 en potencidmetro.

Colorante de esasina Y al 1%
easina Y 1
agua destilada a

Colorante de azul de algadén (anilina)

azul de algaddn o de anilipa-~-—— 0.05 g
agua destilada a 100 ml
Colorante de Giemsa (solucitn madre)

giemsa 3.8 ¢9
glicerina 250 m1
metancl libre de acetona——-------- 290 ml

Colorante de Giemsa (solucion de trabajo)
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solucién madre 1 ml
solucién amortiguadora de fosfatos-45 ml.

Soluci6bn amortiguadora de fosfatos
fosfato monopotidsico—————————=—w~~ 0.4
fosfato disadico i.1
agua destilada 11
Ajustar a pH 7.2

Selucién de formol al 10% con solucion amortigquadora
de fosfatos

formaldehido (pureza 34%)
amortiguador de fosfatos————————=~=

Solucién de extran neutro al S%
Extran neutro concentrado----—---~— S0 ml
agua de la llave 11

Solucién de hipoclorito de sodio al 104
hipoclorito de sodio comercial---—- 100 ml
agua de la llave t 1.
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