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X.XNTRODUCCJ:DN 

l. HISTORIA 

La historia del género (?iardici. se inicia con los 

dibujos del holandés Van Leeuwenhoeck, basados en las 

observaciones de sus heces, que hiciera en el microscopio 

diseñado por él mismo. Estas descripciones fueron enviadas a 

Henry Olderburg, sec:retario de la Real Academia de Londres, 

a partir de 1688, en un dift.logo epistolar que duró hasta 

1723, en el cual Leeuwenhoeck describió "las maravillas del 

mundo invisible". 1 

ResLtlta interesante destacar que fue hasta la segunda 

mitad del siglo XIX, c:asi 200 a~os después (1859l, cuando 

Federovic Lambl, al observar las heces blandas de niños, 

describió un organismo móvil de 18 a 21 um de largo, por 8 a 

16 um de ancho, que presentaba un disco oval anterior, dos 

núcleos y una cola de 3 a 4 um. Este autor denominó a este 

organismo 

llamó ~-ª-.n:ib 1 ia .. in..t.~_s_~J~!.~~· 2 

EKiste una descripción realizada por Cunningham en 

1872, quien estudió en la India a los enfermos de cólera, en 

la cual menciona a un ºorganismo en forma de espátula, 

conve><o en un 1 a.do y cóncavo en e 1 otro, ¡;on apéndice 

filiforme de rápida vib1~ación 11 ; sin embargo, no lo compara 

con lo descrito por Lambl y no le da una denominación 

especial. :s 

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 prclongación tan larga como el 



cuerpo y en la región anterior, se reconocen estructuras 

similares a núcleos. 

Grassi realizó sus observaciones tanto en heces 

humanas como en heces de ratas domésticas y campestres, por 

lo que consideró que los organismos observados eran los 

mismos en el hombre y en los roedores. Asi sugirió que el 

hombre se infectaba al ingerir alimentos almacenados en los 

graneros contaminados por las heces de las ratas, y llamó a 

dichos organismos filmorpht!§ muri~. 

Posteriormente, en 1881 describió con mayar detalle el 

organismo cóncavo-convexo con una gran estructura suctoria 

de localización anterior, un eje vertical del cuerpo, y la 

presencia de dos núcleos y ocho flagelos. También hizo 

mención de la gran cantidad de "formas elipticas 11 en las 

heces, sin sospechar que se tratara de quistes del mismo 

género; estas observaciones hicieron que el nombre cambiara 

a M~as~_m_i! ~!'-~~ic~. :s 

Kunstler, en 1882, se refirió a estructuras móviles en 

las heces de anfibios a las que denominó G!~r.<;tJª; las 

descripciones de Grassi coinciden con las de Kunstler, pero 

la designación del género ª.!PJ:fU.-ª es anterior a la del 

género f"'.1~gª-.§!_o_m-ª, y por lo tanto, los organismos estudiados 

por Grassi corrresponden a G.i.ardia ~n...tér~·ª· Por alguna 

razón no clara se ignoran las descripciones de Lambl.• 

La denominación original de b-ª.mblia fue rescatada par 

Blanchard en 1888 quien la llamó ~Amp.11ª_ in!g~ti~;üj_~. 

Sti les, la designó L~Jll!.l.l.!.~. ft!:!g_c!_~o-~t!..~ en 190:. Ben son, en 

1908, cuestionó el orig.en zoanótico de las giardias humanas, 

al comparar las publicaciones de Metzner (1907) de giardias 

de conejos y las de Wenyon <1907) de ratones, con los 

trofo:oitos y quistes de fü.?•:d.ia entg_r:tc;;ª obtenidas del 

hombre. 

Benson realizó una desct)pción de tal lada de los 

trofozoltos como "formas delgadas, más anchas en la parte 

anterior, con cuatro gránulos basales en posición anterior 

al polo del núcelo; unidos al centrosoma mediante un 



rizoplasto, las fla9elos. El ºcuerpo problemático" es muy 

twande y se localiza en posición transversal en el sitio de 

origen de los fla9elos ventrales 11
• :s 

Las desct"ipciones de Rodenwalt en 1912, son 

probablemente las más detalladas que existen del parásito y 

estén basadas en observaciones en heces humanas. Menciona 

que la longitud puede variar de 10 a 12.5 um, las formas 

jóvenes son más largas y delgadas, las formas adultas más 

anchas y gruesas; el disco suctorio o peristomo está formado 

por dos grandes depresiones unidas en la parte media, los 

flagelos tienen su origen en los gránulos basales. ~ 

En algunas publicaciones se atribuye a Kofoid (1915) el 

nombre de <?1ª.~:fl_lª !_~_i:i}Q._l_~_C!• Sti les :s y otras autores proponen 

que tue Stiles quien en 1915, para terminar con la confusión 

de entérica e intestinalis, creó la denominación binomial de 

G.La.r_t!_i_a_ J_<;!]l_gJi_a en honor del profesor A. Giard de Par!s y 

del doctor F. Lambl de Praga. 4 

En la literatura contemporánea se encuentra citada 

como: GJ.~t_"_i!i_a_ JE-..m'2Ji~. por los norteamericanos y 

latinoamericanos, '=--ª!".9!.i~ ~nte~1.!..!llt!J3. 

orientales y Q!_~rfii_a .~nt_'ª-s!JD~tt!.§ o {?,!.. 

europeos occidentales. 

por los europeos 

QQQggnE.U.5- por los 

" 



2. TAIOllOlllA 

Superreino 

Reino 

Subreino 

Phylum 

Subphylu11 

Clase 

Orden 

Suborden 

Fan1ilia 

Subfa11ili• 

66nero 

Especie 

Eucariota Stainar, 1941 

Protist• Haech•l, 11166 

Protozoa <Golfusa, 1817) Van Siebold, 1845 

SarcOIMls t igophor• 

Honigberg & Bala11Uth, 1963 

Mastigophora Diesino, 1866 

Zoonastigophora C•lkins, 1909 

Diplomon•dida <W.Oyon, 1926) 

Brugeroll9, 197 

DiplolDDnadin• 

Hex••itidae Kent, 1880 

Giardiinae Brugeroll•, 1979 

Bi•rdia Kunstl•r, 1882 

Biardia lalllblia Stiles, 1915 

Esta clasificación corresponde a la propuesta por 

Levine y colaboradores •n 1990. ? 

Suborden Dlplo•onadln•. Con dos caria.aatioontes, 

cuerpos con una simetrta rotacional o bilateral, en un 

género¡ cada mastigonte con cuatro flagelos, uno de ellos 

recurrRnte, con una variedad de bandas ~icrotubulares, 

quistes presentes, de vida libre o parasita. 

Fa•llla H••••ltldae. Ulti11a flag•lo recurrente por 

caria....stigont•, cuatro pares de flagelos, dos núcleos, 

cito&t0111a funcional o no, con o sin disco suctorio; de vida 

libre o parAsita. 

Subt .. 111• Glardlnae. El flaQ•la r.curr.nt• yace en el 

c:itopla ... , sin e i toatcm., la• fibras fcrm•n un 

cit011squel•to axial con dos •xon ... • del fl•Q•la recurrente¡ 

7 



sin mi tocondrias y aparato de Golgi. Quistes con pared 

qu1stica delgada y en el interior axonemas y citoesqueleto; 

todos par.'.!sitos. 

Género Giardia. 

ventral. 

Con disco suctorio en la región 

Una gran variedad de vertebrados que incluyen al 

hombre, son huéspedes de Giª!:fH..-ª; su clasificación en 

especie se ha basado en caracter·fsticas morfométricas y de 

especificidad de huésped. 

Durante muchos años se dio mayor importancia a la 

denominación y ubicación ta>:on6mica y se olvidaron los 

estudios de transmisión cruzada entre el hombre y especies 

animales. a 

En una serie de trabajos encaminados a dilucidar la 

similitud entre las giardias aisladas del hombre y las de 

origen murino, Simon en 1921 determino basado en caracteres 

morfometricos, varias especies de G.ic3rfli-ª. en diferentes 

huéspedes; identificó G-!- IBgt:i? en ratón, G~ ~J-~~qti en rata 

y G.!. ~.ntér!._~ en el hombre. 3 

Hegner continuó los trabajos iniciados por Simon y 

estableció ri9ide: en especificidad de especie: G_•_ f!tl.L~ en 

9atos, G_.!... <;.ª-.-1").Ls. en perros, G.!.. ~J.!.!:..~ en ratón, §~. m.lc:x:c;:r~_i en 

rata y G_._ <;!.!L~~ic_ª en el hombre. Aseguraba que el tamaño y 

forma de t1·ofozoitos e1·an car·acte1·e5 suficientes pa1•a 

clasificar las especies, de di fer•entes huéspedes animales. • 

Ademas para e>:plicarse la presencia de giardias 

similares _.j!n diferentes huéspedes, argumentó que éstas 

podt_an 6;~nsmitirse de un huésped a otro, pero qL\e la 

sobrevida en los huéspedes accidentales era corta. En caso 

de transmisión experimental, los quistes de §J.ar.9.!11 de 

or·iqen humano que fueran transferidos a los ratones, eran 

destruidos p,or los jugos gá~tricos de los murinas.'º 



En ¡q:;o se manten1a firme el criterio de especif1c1dad 

de especie, se neg"ba la trans~is1on cru:ada entre el hombre 

y los mami feros infer·1ores y las g1ard1as se diferenciaban 

por caracteres morfologicos en las s19u1entes especies: G....!... 

ag1li.~ en anfibios, ~.! vi.~~ac;1_~~ y G! .,,_ara!._1_i en reptiles, G. 

la_f!IP!.J.? o G .•. d~nde1"1alls en el hombre. G~ m11r!s o G~ m!crgtj, 

G.!'. ~j-~a.n1_, G. c_al)i~, G_. <;ay_!g_, G_._ q~p_ra~ y G_. f~l!~ en 

maml teros inferiores y ~~- ar:-9_~a~ y B.: S..Af19'-:'ln~s en aves. ' 1 

En 1952 F1lice clasif1co el género G1_ard1_a en tres 

especies: 

G_i.at.:c11_a ag1Ji~ (de anfibias>, el cuerpo 1ncss largo que 

ancho de ~O por 5 ,um. cuerpos mediales fusionados y de gran 

tamaño. disco sL1c:tor·iu pequeño. 

G1a; d1:3 mur1s (de t'<Jedores. a·1es ;.· reptiles), cuerpo 

corto v redondeado dt! 10 por 7 ,um, cuerpos mediales pequeños 

y centre.les, die.ca suctor10 de gr-ar. tdma.ño que ocupa 2/3 

partes del cuerpo. 

Gi_ai::_d1~ d'=1odenalis (lambl1a) o G. in_t~stinalis (en 

vertebrados de sangre e.aliente, a·,..es, reptiles y mamíferos 

inc1u-tendo dl hombre>. cuerpo en forma de "gota" de 12 a 15 

µm de ancho, cuerpo medial doble, ubtcado en la parte más 

ancha del cuerpo, en forma de ''gdr·1·a·· e ''colmillo''.' 2 

La primera menc1on que o;,e tiace dti c;nard1as de aves, 

col'responde a Gonder en 1911 13
1 quien reporto la fase móvil 

en sangre de halcón <El.anµs c.o~rul_e_y?', no encentro quistes 

y le dio la denominac10n de G~~rd1a '=!1ngwi_¡_-d_s. 

Ncller, al revisar. en 192(1 el contenido del 

intestino Lle varias gan: a~ <Ardea L ~_r-e-r-e~ y At:'.~~~ ~~ IJ11Ql,!~J!) 

encontr·ó abundantes formas móviles de g1ardias, que denominó 

Gíar~dj_a ~r:dy~e. 

El interés por descrlbir esp~c12s nuevas e~ aves, llevó 

a i-,·atlan en 1922, a bu~car en el c-onte•1do del intestino de 

~~nl_l!~ cgeJ 11:0-LS y del avoceta Ft·~c.u.•·" ir9_?.t_r~ ~"oc~~ . ..t~, las 

g"iardias ,-eporta.das 

especies. u• 

por Nol l e1~. sin agregar nuevas 



Hegner, en \925, se enfoco a buscar 91ard1as en dos 

ec;;pec1es de halcones, ~r_d~~- ~~'~ºQ.iª? y N_y_c_t~~QJ:§li~ Qyc;::ti,cm:_ax 

n~~y1_i¿_s¡ el halla:go fue e~clus1vamente en el intestino, en 

donde localizó formas jóvenes )'no encontro quistes. Estos 

urgar.1smos se distinguen de las g1ard1as del hombres, en qUE' 

s1:m más delgado~ y tienen dis1.:o adhesi.¡o de mayor tamaño. 

Este áutor las consideró como Gia,~d_ia arp~ª-~ según la 

c.las111cación de Nciller y menciona que aun cuando ignoraba 

el meLan1smo de transm1siOn, debido a la ausencia de 

quistes, su9u11·1ó que tal vez los tr·ofozottos local1:ados en 

el agua y alimentos, eran ingeridos por el nuevo huésped. 'º 
La ~lasiflc~c1on de Filie.e, que propone tres especies 

par·a el ~énero gi_~d~~· coloca o las qiardias de las aves 

derit1·c de ?~mur~_s y G.dL1oqenaliE. 80': 14' en 1981 e.clocó a 

las gia·did<: de perico dentro de la especie G~dvq~;tei:ial1_:: er. 

la rdza p~1t~acj. 

Estudios de microscopia electrónica de 91ard1as 

obtenidas ;je 1nl:est1noo:; de perico 1MelqpsittªCU? Or)_dµla.~u:;), 

proponen la t:-;.i.stenc1a de und nueva especie denonnnada 

G.1ardJa ps1_tt.ac1 por el hecho de que la pestaña flanco 

·1entrclateral que 1·odea al d1:;co adhesivo se encuentra 

1ncompleta, en el margen lateral y ariterior. 

Probdblemente esta nueva especie no sólo se loc.ali;:a 

en los pericos, sino en el resto de las aves, de tal manera 

que estas al albergar una e~pec1e diferente a la humana, no 

podrían ser fuente de infec:c.10n pe.ra el hombre, como fueron 

cons tderad ~s por Georg i. 1 7 

Además e:oste la hipótec;:is de Que estas presentan una 

lJ.nea e ... clut1va divergente de la especie G.duodenal1_s del 

homt.l"e y los mamtferos. 111 

o~nlro l~s novedades. da cl'"'s1fu:ac!6n de 

protozoarios, se cuenta e.en la ta:,,onom1a bioqL1tm1c<J. 

Bertram ,., .. :;zo introduJo los zimogramas al estudio 

c.omparat1vo de cultivos axen1cas de G_1 __ arQ1_~. a;i.slados del 

hombre, gato, cobayo y conejo. 



Mediante técnicas isoenzimáticas gel de 

pol iacri lamida, de seis enzimas, se identi f1caron tres 

grupos de ~atrones estable~ de zimodemos: ~l zimodemo 

tncluye dos ~epds human~s y und de gato: eJ ~1modemo 11. una 

cepa de cobayo, y .:1~odemo 111, atta cepa humana y otra de 

coneJo. 

En algunas ocas1ones el z1modemo coincidio con la 

especie clas1f1cada ma1·fol691camente, pero en otros no; 

Bertram t•ecom1enda el criterio de F1l1ce de tres especies y 

bioqu1mica para mayot' carac.terización e 

1dent1f1cac1on de G.duorlenal1s, porque se demuestra que las 

d imens I .:mes y de !os trofozoí~os no son 

~u 4 1cientes para su clas¡tic~c1on. 

Tambit-n se p:·ul•l>t?1r1 e-.idenc1a5 de tra.nsm1510n cruzada 

entre el hombre r espe·~1es .i.ni,nales inferiores y se señala 

que un rr.1:-:.mo t1pu e•1.=11náticv y mm-foloc;pro pueCe paras1tar' a 

·.¡ar¡as especies animales, y QLie las -,11ardias aisLi.da'.:; de 

humano can 1e¡•Jal tipo morfe;loytr:o puederi üresentar un patrón 

en:1mát1co díst~nto. 

Otros c1·1ter10~ btor:¡u1mi~o~. c:omo el anál1s1s de 

P.ndonucleasa de ONA de 15 cepéis de G1ardia aislada~ en 

cultivos exénicos, 11 humanas y 4 ae mamlfer-os inferiores 

(dos de castor, una de gdt;o '! otr·a de cobay.o), revelan nue"e 

diferentes patrones que muest1,an que no existe correlacion 

entre la ceoa aislada v el huésped de or1g-=n. En estos 

estudios una cepa de castor y dos cepas humanas pt esentan ur. 

patrón de endonuc leasa di ie1-er:ite a 1 o;; de las otr·as seis 

cepas. Lo~ aLiton~s argumentar. que pos1blemerte la C:1sp.::tr1dad 

en el bandeo de endonucleasa pude corresponder a difenmc1as 

':lnti9én1c.a:. en el mismo o,.ganic:.mo, asi como suced1ería en el 

c~so de enconta1· similitudes.~' 

Los 1?stud105 de movilidad electrofor~t1ca de Sm:th 2~ 

trataron de c::wrelac1onar las cepas aisladas de diferentes 

zonas geo9ráf1ca.s con un determina.do patrón de corrimiento 

electroforético. Sus resultados mostraron grandes 

similitudes entre las cepas humanas y las de an1males 



domésticos y si h1estres, lo que hace suponer que no hay un 

·organismo estándar· para 1~ea l izar estudios ca.parat1 v'OS o 

simples y que pueden e;;istir diferentes fenotipos para la 

misma especie. 

Para la t ip 1flcac16n seroloc;pca de cepas de G •. l.amb 11~ 

se hdn utit1zado dos ant1cue1·pos monoclonales, e-soec1f1cos 

para flagelo y dos para disco adhesivo, lo que ha pe~mit1do 

encontrar diferentes serotipos dentro del misma tipo 

morfológico.231 

Meyer, uno de lo;; primeros 1nvE:!stigadores Que l.:igró 

ostablec:er c1.1lt1vcs axér.1cos, con~,idera que un c.arácter 

di~erencial dP. especie. <;;;er1a P.l hecho de que G~_duo_f1enal1?, 

n1~lada del t1ombre l de mamíferos !nfe1·1ores, es la un1ca 

laborator1c po:· t 1empc1s pt alongddo·:.. 2~.~'!I 

El mante-r-1m1er,to de yiard1a~ en cultivo de ce:lulas ha 

DermJt1da obser.,,ar q1,.1e 0.mur~:;, no c1·ec10 en las ltneas 

r.elulMres )r G. !ambJ~a si. Las cond1c1ones de cult110 de 

G.muris son muy reistr1ng1das y E>spec1-ftcas. y tal vez 

podria11 ser- con-:,1tje1·ac.Jac:. cuma 1.1n l:3t'ácter de espec.:e. :.i
7 

Por otro lado observaciones c.lin1cas sobre el patron _9e 

el iminacion de quistes de hLié~pede5 parasj tados ::m forma 

natural, marcan qui::' la eliminación inter·mitente de parási\os 

se presenta en el hombre y en algunos mami-feros inferiores, 

il diferenc'I.ª del pat1·ón continuo de expulsión de t.iarásitos 

que sólo 'Se presenta. en las e~pec1es murinas.~ ... 

\:' 



3."0RFOLOGIA 

Durante 9ran parte del sigla pasado y del actual, los 

estudios morfológicos de los trofozoitos y quisteo;;; de 

G..!~!:dia, han sido enfocados a definir con pr·ecisiOn los 

componentes estructurales. su localizac1on y oru:.en dentrc 

de ld cél~la y su co1·relaci6n funcional.~q 

TROFOZOITO.Organismo en forma de "gota" o "lágrima", 

con mar-cada -=.imel:rta bilateral, el e··tremo anten.ar es ancho 

y redondeado, el extremo posterior termina en punta. Mide de 

i:: a 14 J,.tfTI de la,.qo por 7 a 9 pm de ancho y 1 a 2 µm de 

~spesor. La comparación de medidas de longitud entre ·1arias 

c.:epas axénicas muestra una diferencia que no excede de 0.5 a 

1.(~ µm, debida probablemente que los tt ofozol to'= sin cuerpo 

.ned!.dl son más pequeño:. que los que s1 1o presentan. !;llo 

Membrana C i top 1 asmat lea. Un q1·an numero de 

r,,lu.copt'Otetnas de superficie pueden ser detectadas mediante 

l~ct.rnas. 3 • Por diyest1on con glu.::osida~a se ha demostt·ado 

N-acetyl~O-glucosamida como importante componente na 

La localizac16n de lec:t1nas -aglut1n1na de germen de 

trigo <WGA), aglutinino de (Jermen de trigo su~c1nato (5-WGA> 

y aglutinina de tomate CLEAl-· unidas a glucósidos de 

superficie, ha permitido la idePtificac1on de trofozo1tos 

WGA C-t l en el 807. y trofozoitas WGA (-) en el 20'Z, mediante 

los tecn1cas de Western bloti en varias cepas de cultivos 

Flagelos. Los trofozoitos presentan ocho flagelos, 

dispuestas en cuatro pares simétricos, dos antera-laterales, 

dos pastero-laterales, dos ventrales y ur1 par caudal. Estos 

tienen su origen en ocho cuei-pos parc?t.asales 3
• colocados 

simetr1camente a los lados de la linea media, a la altura 

del borde superior de los núcleos. 



Los fla9elos se inician en el citoplasma como 

axonemas, formados por un grupo de microtubulos en un 

circulo externa de nueve pat·es y dos pares centrales 

(9~2>,diferentes a los microtúbulos de los cuerpos 

parabasales que son 9x0. 3 :::t 

El cuerpo de tres pares de flagelos tiene direcc1on 

antero-poster1or y sólo uno de los pares va en sentido 

anterior. Los axonemas atraviesan el citop.lasma y salen 

ful?ro del cuerpo, cubiertos con una vaina de membrar1a para 

forma,- el flagelo libr·e. Los flagelos ventrales tienen una 

aleta e~tend1da a todo lo ¡argo. ~3 Asociadas a los axonemas 

dnlero-poste1·iores, están 

or~entadas paralelamente, 

dos lAminas 

y compuestas 

de micratúbulos 

de 10 a 20 

1T1ic1·otúbula::. s1 tuados a los lddos, corresponden al axosti lo 

visto en el mi~roscopio de ll1Z. 

Dtsco adhesivo. No es simétrico bilateralmente, aunque 

fue desc.ri to como for·mado por dos lóbulo!;,. :5.:s• Esta 

!ntegrado por m1crotubulos espirale~ que siguen las 

rnanec 1 l las del reloJ des.vtan .l una zona central de 

t1 ansoorte vesicular, llamada "zona desnuda" =-'"". En el disco 

se localiza una abertura posterior ·donde los flagelos, 

~t.pelen fluido desde la cavidad baJo el disco, hacía el 

canal ventral y exterior. 

El disco mide de B 10 µm. Recientemen'te la 

electroforesis en gel de poliacril¡mida ha permitido 

identificar dos protetnas del citoesqueleto del disco, una 

con peso molecular de ~4,ül)O daltones y otra de :00,t)(i(I; la 

primera compatible con tubulina de tipo alfa y beta y la 

seguna, de menor peso s1n identificar. Estas prote1nas 

forman los m1cr"otúbulos las microvarillas del disco, 

dxonemas y ª";estilo. AdemAs la proteina giardina constituye 

el :oz del disco· La membrana citoplasmática que cubre 

al disco adhesivo, presenta lectinas con una importante 

función en los mecanismos de adhesiOn del parAsito. 37 



Pestafla o flanco ventro- laleral. En el borde del disco 

adhesiva se localiza el flanco vent1·0-lateral que lo 

del1m1ta, el cual es considerado de natu1-aleza fle~ible 3~, 

con un papel contráctil. Esta formado J)Or dos placas 

paracr1st~lind5 d~ protelna de tipo ~~ttna. alfa-act1na. 

m1osina y trapamiasina. 37 

MorfolOy H.: amen te cons1ste en una e:~tension del 

citoplasma 3" de la porción dorsal de la per1fe1·1a, mas ~11~ 

del borde del disco. Se le atribuye Lma func1!1n de adhesión 

al enteror:ito, que fac1l1ta el 1nti1T1n contacto entre el 

oarásito y las m1crnvellos1dades del huésped. En el modelo 

hidrodinámico de Holberton 33
, se sugiere que la fuerza de 

'::.ucción del disco podt"1i.i ~er conti ad.a por la pestaña, 

P..pli::.Jndo la flexión"! evtens1ón .je otra~ estruct:1Jras. 

En el caso eje G. P?1tti\c1, en donde la pe~ta.ria ventr•cr· 

lateral está incom,ileta, se cons1dct·a que el disco adhesiva 

v~ sr..1f1 e i en t.e par· a man tener e 1 a taque a 1 eri te roe 1 to. 'g 

Cuerpos mediales. Denom1nddo~ 'cwe1·pu! pr~blem~t1~os··~, 

"cuerpos •l<t~t~1-1oso::" ', por su natur-.;le:.;i. de ~struct;uras 

intrac1topl~~máttcds que pueden estar 

pr-esentes o no. La m1croscap1a electron1ca ha revelado que 

son microtubulos cur\üdos que se extienden de lado a lado, 

ventrdl1nente> 1 por tJ~baJo del disco adhesivo. constituidos 

entre 6 y t4 mtc:rott'.lbulos que semeJan un mont1culo de 2 µm. 

d~ ditlmetra. 

t1uíozoitos. '2•'.J 

present.:>s del 47,8'1. al 54.9'.I. de Jos 

La morfolog1a de los cuerpos med1.:i.les constituyó un 

caráictet"' esencial par" la r:las1ficeic1on er, especies de 

Filice •~. G. a~1li~ t:ene dos :uet•pos ~~d1al2s ~larq~dos, 

com.p una clava en formd de basttin; G. •t11.~r·1s los presenta 

pequeíios redondeados, en un p;w muy cerca uno del otro, y 

en q~. c;l~~qg~_n_aJt~ son dobles o sencillos en forma de "garra" 

u "colmillo" cruzando el cuerpo del trofozo1 to. A estas 

estructuras SE les ha .Jsoc:1ado con las s19u1entes funciones: 



a. división celular, porque desaparecen durante la división 

binaria transversal y no están presentes en los trofozoítos 

jóvenes. 37 

b. reserva de lipotroteinas, relacionadas con la 

construcción del disco adhesivo en las células hijas.::se.::s~ 

c. soporte de la región terminal, donde no hay disco 

adhesivo.""º 

Núcleos. En el citoplasma se encuentran dos núcleos 

ovoides, con endosoma central bien diferenciado, condición 

que da a los trofozoí tos un aspecto de 11 cara 11
• La 

presencia de dos núcleos en el orden Diplomonadida no está 

claro, parecen dos células asociadas en una, como si la 

división binaria no hubiera concluido. 

Los núcleos, de gran tamaño, ocupan un cuarto de la 

longitud y dos tercios del ancho de la célula y se localizan 

par debajo del disco adhesivo, en la porción más ancha del 

cuerpo. La membrana nuclear es delgada, de 300 a 600 

Angstroms <A>, con poros y cubierta por ribosomas. 

Citoplasma. Está constituido por gran cantidad de 

gránulos, unos denominados "grandes" de 300 A, de aspecto 

denso considerados como glucogeno, otros "pequenos 11 de 150 a 

200 A de aspecto claro que corresponden a ribosomas. 

Presemta retículo endoplásmico rugoso, no hay aparato de 

Bolgi ;s:z.•o 

' 
reticulo endoplásmico liso, 

pigmento" ni mitocondrias, tiene estructuras 

lisosomas que pueden acumular ferritina. 42 

11 cua,.·pos de 

parecidas a 

Además contiene gran número de vacuolas ovoides y 

circulares limitadas por una membrana, se encuentran 

localizadas en forma de hilera, en la periferia dorsal y 

ventral 40 , a excepción 

varia de lC•O A de ancho 

de la zona del 

por 100 a 300 

interconectadas formando una red 

disco; su tamaño 

A de largo; están 

de canales 

intracitoplasmáticos que conforman el sistema digestivo del 

parásito. • 3 

ló 



En G_!. f!!.Y.!.:i§ existen unos cuerpos intracitoplasmáticos 

de 240 nm de ancho, por 600 a 1400 nm de largo que parecen 

independientes del contenido del citoplasma; aparentemente 

estos cuerpos están ausentes en ~.!... lª~Q_li_~. Fueron descritos 

p~r primera vez por Nemanic 44 y considerados bacterias 

endosiffibiontes, localizados en trofo::::oí tos y quistes; se ha 

sugerido que podrían participar en la patogenicidad 39 • 43 

también considerados semejantes a virus porque los 

trofozo1tos que los contienen muestran alteraciones 

citaplasmáticas, que sugieren pérdida de viabilidad.29 

QUISTE. Aunque fueron observados y dibujados por Lambl 

en 1859 y Grassi en 1881, se atribuye a Perroncito 4~, en 

1887, el haberlos relacionado con trofozoítos, en individuos 

con diarrea. 

Los quistes pueden ser esféricos LI ovales, con 17 um de 

largo y 12 um de ancho. Están pr•esentes, en gran cantidad, 

en las heces de individuos can diarrea. Estas son e>:pulsados 

por el huésped contenidos en la materia fecal, para 

diseminarse a1npliamente en el medio ambiente. 

La síntesis de la pared quistica es un paso esencial en 

la diferenciación de trofo:o1to a quiste; la presencia de 

lectinas de superficie WGA (+) y WGA <-> en trofozo1tos 

podr•ía corresponder a dos subpoblaciones, en un procesa de 

diferenciación hacia la formación del quiste. 31 

Los trabajos de Ward 46 demostraron, mediante el empleo 

de quitinasa, que la quitina es el polisacárido de la pared 

qu1stica. Esta pared está estrechamente unida a la membrana 

citoplasmática, con un espesor de 0.3 um 40 o de 0.15 a 0.25 

um 4 .. 

' 
es suave y 1 isa, no presenta hoyos, poros, 

depresiones o arrugas y está constituida por una malla 

fibrosa, mezclada con partículas finas. 

Por debajo de ella, las vesículas periféricas parecen 

contener material secretar, eventualmente utilizado para 

fabricar la pared del quiste. Estas vesículas se unen para 

formar una laguna periférica mt..1y grande~ que cuando se 



completa, rodea todo el organismo y es conocida como sistema 

1 acunar. Sin embargo, Scheff ield descartó a las 

vacuolas periféricas como secretoras de la par!!d quistica, 

porque eslas per·manecian después de haberse formado el 

quiste. 

Durante el enqu1stamiento, el disco adhesivo se 

fragmenta y se espdrce en el citoplasma; además se observan 

los microtúbulos, las microvarillas y los restos de la 

cresta del disco. Los flagelos y axonemas son enrollados y 

colocados en posición central. No se ven los cuerpos 
mediales, que aparentemente desaparecen durante el 

enquistami~nto, 48 aunque la microscopia electrónica ha 

mostrado estructuras parec1das47
• En el area central se 

encuentran restos de cuerpos parabasales. 

En la actual idetd se ha confirmado la naturaleza 

fle,.;ible del quiste que puede adquirir forma cuboide, 

esférica, oval o el 1pt ica. 4 9 

Estudios descr·1ptivos de gran detalle distinguen c:1nc:o 

tipos de quistes • 0
: normales, con pared lisa y retraída; 

con conttm1do muy retratdo; qu1-:;.tes de pared d1latac.Ja con un 

organismo dentro de él y qL11stes de pared dil3tada en cuyo 

interior se observa un organismo en forma de trofozo1to. 

Las preparaciones en fresco pueden contener quistes 

completos que son fácilmente identificab1es, 'ºpero también 

pueden existir formas attpic:as, con el interior muy 

retraído, que es posible confundir con otras estructuras y 

que se denominan "quistes fantasmas'*. 4 o;o 

En el 1nter1or del quiste se observan de 2 a 4 núcleos 

envue1tos en una membrana nuclear, nucleoplasma denso y 

endosoma central bien marcado; la mayoría de los quistes son 

tetranuc.leados, indicando que la pr1mera division se ha 

llevada a cabo. Carecen de m1 tocondri as, reticulo 

endoplásmico. ~parata de Golgi y lisosomas. En el interior 

se observan dos tipos de estructuras que no se identifican 

claramente: (1) masas redondeadas en varios sitios del 

c.itoplastna. parecidas a las estructuras estriadas de la 



pesta~a ventro-lateral, <2> lineas densas curvadas o en 

ángulo, agrupadas y colocadas en la periferia que tal vez 

corresponden a elementos del disco. 40 Asi mismo contienen 

estructuras redondeadas, 

endosimbiontes. 4 ~ 

consideradas por algunos como 

Mediante el uso de la m1croscop1a electr6n1ca se 

demostró que los quistes de diferentes 

huéspedes, son indestinguibles entre si. so 

En años recientes se han desarrollado varias técnicas 

para conocer la viabilidad de los quistes y su resistencia a 

factot'es f1s1cas y quimicos del medio ambiente, que pudieran 

estar relacionados con la capacidad tnfectiva. La prueba 

lintoreal de eosina tiñe de rOJC intenso únicamente a los 

quistes no ·11ables !u, donde los quistes viables no pe1~miten 

la entrada. del colorante. Otros trabajos muestran que los 

quistes viables tienen af inid~d lintoreal a fluroesceina y 

los quistes muertos a CCJlo1·ac.1on con propidium. Los autores 

de esta ténc1ca opinan q1.1e ~demás de ser utilizada como 

crite1 io de vinbil1dad podria usarse en la clas1fitaci6n de 

1?spec1e, porque la morfolog1a interna en los quistes de 

G_i_~D:Ha l~.f!lblia difiet·e de la presente en~-· l!l':.1.1.~~~· ~2 

4. ftETABOl.ISftO 

Gta_r:.dj_a l~J!! .. ~ll~ es un parásito habitante del duodeno e 

inicio del yeyuno, que tiene caracteristicas aeróbicas y 

añaeróbicas, ya que respira en presencia de oxigeno y es 

considerado aero-tolerante o microaerofilico. 

En su respiración na produce hidrógeno molecular. La 

respiración endógenn es estimulada por glucosa y na por otro 

carbohidrato; su metabolismo esta basado en la glucólisis, 

que lleva a la producción de acetato, etanol y C02 (Figura 

1). 53 

La detección d• variA!5 enzimas que participan en las 

v1as m•tabOilcas de los carbohidratos, demuestra que el 

:·-· 
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metabcl l smo energético 

El oar~sito carece 

de este protozoat'lO es fermentativo. 

de mi tocondrias y de enzimas 

mitoc:ondr1ales, poi· lo tanto no real1za c:1clo de Krebs, no 

hat citocromos, ni evidencia de fosfori lación o.<idativa. e 4 

Pñt le del metabolismo de G_., la_mt?lia_ se ccnoce gracias 

al desa1·rollu de los cultivos axer11cos. Las var1ac1anes en 

los componentes de los medios de cultivo han detectado 

aspectos de los requerimientos nutricionales de los 

trofo::!.o1tos. En este aspecto se ha desmostrado la necesidad 

de L-c1steina, na sólo com·~ agente reductor, sino también 

como componente esenc1~l, "'ª qLte l¿., ausencia de esta 

dism1nuye el crecimiento de los lrofo:c:o1tos e impide la 

filrmd1:lón de manocapas adheridas a 1~ pared df?l tubo de 

cultivo. !5!5 

El rad 101:imunoensayo ha permi t 1do reconocer en l::is 

trcfo~oitos de humana. 1 a or-esenc:1~ 

c~lmodulina, prote111a de un PM de 16.7 ~~. encontrandose en 

c:oncentrac1ones d"= 176 a :260 ,ug dS> :al.rirdulina /gramo de 

trofo;:oitos de cul t. i vo. Esta p1·e:te1r.a es un recept.or 

li1"·por.:;nte de Ca+•, ~r,j1:;pen~.:sbla p,;.rr el -=~·':..·ClinJento de lo: 

~··:lfo;:o1to-=, lo que hace pense1- que inter·v·enga en gran 

número de funciones orgánica-=, corno suc:ede con otros 

eucariotes. 9 • 

La c.-;.lmodulina es Llna proteína ut1li:ada en el transporte de 

C~-H a través de la membrana. ya IJUE> se ha demostrado que 

l~s dntagonislas de c::..lmodulina 1nh.1ban el transporte 

tr ar1smembrann 1 de e:. le ión. 97 

5. DIVISION CELULAR 

Las primeras observaciones sobre la d1visiór, celular 

mencionan que el proceso se inici.:i en el núcleo, con la 

fragmentación del cariosonia," que se divide en partes iguales 

para constituir los núcleos de las células hijas. s 



El concepto de d1v1s16n celular de un "zono1de" que 

origina "dos zonoides hermanos". mediante una part1c:1ón 

longitudin?.l, fue e~table-:l·:lo de-:.de pr·inc.ipios de ests 

~1qlo. 

La mult1plicac1on de.> G_1_ard_!E, poi· tf"'atars¿ de un 

oar"asito ur.1celular·, er·a. ,;on=iderada trad1cionaln1ente come 

la '1 partic1on de la ceilula adulta par·a dar dos cel'..llas 

hijas". la e":pliCíiCiór oue se daba a la presenc1.:i de cuatro 

núcleos en el au1ste era .:¡ue el enqJ15tam1ento -:;e llevaba a 

cabo cuando les zono1des rie1·manos estaban en di'.·1:ion y el 

qu1ste se formaba a~tes de que se completara el proceso. ~• 

¡_os rr•1nL1Ciosos y múlt1ple3 est•.,dios en estos parásito:;: 

pr·ovi?r i entes de heces humana e;., rea 11.-:ados por Simon 

perm1t1eron canoc.er qi.1e lo cromatina nuclear de t>~tos 

r.ar.as1tu:= c:.e f•·aqment.l /:'lasta en ocho cro1¡,osomas, oue se 

c:0loc~n en una olac.a· ecuat:o1·1al y que- subsecuer;temente se 

sitúan en ~ares, anta~ de s~p~rars9 por parte~ igua·es, en 

los nuevo!=> r.Ucleos. 

Trabajos ac.tuaies .:;eñaldn aue ~l enqu1stdm1ento se 

ori¡;..rna en ur, t1~ot0;•0\V1 t.;;ui:;lc:.:Jdc y Q\..•E: hasta despue-:; de 

f.:wmat.la la ¡:.hH·ed del .__¡1.11:P,c. ;ucF!dt! L,i. divis1on, para dar 

origen '3.l quiste tetrano..\cleada. "'º·~• 

La observación del proceso de desenquistación "1n 
vitro" ha permitido conocer que de cada quiste tetranucleado 

se~ originan dos trofozo!tas hijos. 

6. EPIDE"IOLOGIA 

t. f'REVALENCIA. Gi?1:,d1~ l_i!m~l1a es el protDtO'!l.1'1\J 

intestin?.1 que met.5 se ident1f1ca en los e;-'~menes 

coproparasitoscópicos <CPS). • 1 • En una revis1on qL1e reúne 

37 trabajos de 14 estados de la República Me>:1cana • 2 , se 

muestra Que '3~ 1-ª~.U-•. ocupa el primer Jugar con 18. 98X del 



total de ·cps pos1tivos 1 presentAndose el mayor porcentcde en 

pree$c:olares y escolares~ 

Publicaciones posteriores en Mé:<ic.o rep·.1rtan 4.5% en 

población a.dult.:i: c.on duodenitis y ac:1de2 Q~.strica normal • 3 ; 

16.22'l. en la ¿ona lag:un~ra ••; 14. 8 por e iento en 

poblaciones escolares del 01str1to fedet·al •'!!; !8.9'% en una 

escuela secundaria de Jztacalco ••: 28.9 % en un est.udio 

realizado en el Estado d& Nueva Leon ~7 ; 38.0% en ni~os con 
di.arrea c:.rOnica en un hoso1tal de }$ Ciudad de Mé}~ico •w; 

14.97. en la poblac16n infantil del estado de ~uebla ••, y 

70.fJY.. en una escuela ~wimearia del Distrito Feder<?L 7 0 

La 9iardl.as1.-.; se encuentra ampliamente d1stribu1da.; no 

está limil:ada a pal.aes tropu:ales. e;-:ót1cos o de tercer 

mundo, 71 Ge encuentra en forma emdémica y epidémic;a en 

diverso'!:: estados de Estados Unidos de Narteamer1cifi 7 2-7•, en 

el Reino Unido 77
1 en las p<.~ises sac:íal1st:tE 

localidades frías como Ca'1ac.I~, "t'ukon .- Groenlandia. 7 "' 

y en 

2. NECAN!SHO DE TRANSHJSION. la es una 
protoz,Jos1s c:uya relac1~nada con el 

fecal ismrJ; las formas tnfectantes (qUi$tes tetranucleados) 

se localizan en las heces de los huéspedes natur3les. Puede 

ser tt·ansmi tida. por la r·ut;a fecal..;oral entre hombre-honibre, 

o entre el hombre y diver•sos a.nirnales domésticos a 

~ i i ..... e~tres. 

Los qu1stP.s pueden se~· transm1 t1d-:.is por el aqua 

CQntaannadu de 1 tos, norias, po?os. candles de riego, 

manant1ules naturales, agua cata.ble entubada. 

alimentos contamidados. 

por los 

Se ha demostrada la transm1si6n directa mediante la via 

dno-mano-boc:a en 9ua1·der 1 as, c:en tros de en termos mental es a 

simple,nent~, en las casc1s habilac::ión donde ha'.1 hac1nam1ento. 

que favorecen la tr-.ansmisión de la Las condic1cnes 

gíardiasis son multíples y la sostienen en una alta 

prevalencia en la población humana: 



a. quistes por individuos 

asintom~ticos. El s•guimiento, dur•nte ocho sa~ana•, de 

niños infectados, con 

nutricional, detKJstr6 
buen 

tres 

elimin•ción d• quist•s: 7•.90 

estado general d• salud 

patrones 

y 

de 

ALTO: de 500 a 2000 quistes/mg de heces, en el 91X de 

los CPS, con un mAximo de 42 millones de quistes/dta. 

BAJO: de 10 a 100 quistes/Mg de heces, en el 40Z de los 

CPS positivos, alternando con periodos de CPB negativos. 

MIXTO: con alternancia de alta y baja, l!fl el 657. de los 

CPS po•itivos. 

Estos estudios han per•itido d&90strar que un individuo 

pu9de eli•inar hasta 9.8 por 10• de quistes diari•ntente, y 

que la infección puede per••necer durante tres se~•nas, por 
lo cual la diseminacilon es aaplia y la probabilidad de qu9 

otros individuos sanos se infecten, es alta. 

b. El numero de quistas que un individuo necesita 

ingerir P•ra 

que de 10 a 

infección en 

infectarse es llUY bajo; desde 1954 se conoce 

2~ quistes fueron suficientes para iniciar una 

el 36.4Y. de los voluntarios humanos estudiados 

••; con 100 quistes se logró infectar al lOOY., con periodos 

prepatentes de 6 a 11 dlas. 

Los trabajos que tomaron canta modelo a voluntarios 

humanos, bajo condiciones higiénicas y de ali•entación 

controladas, delMJstraron que los sujetos que ingirieron un 

quiste, no se infectaban; con una ingestión de 100 quistes 

el pariódo d• eli•in•ción de quistes se acortó a 9 dtas, y 

con dosis mayores de 10,000 quistes y menares de 1 000 000 1 

el periodo prepatante fue de 6 a 11 dtas. 112 

c. El aoua es un import•nt• vlltllculo de diseminación de 

~· En el 11Undo seria" epid-ias 11e h•n asociado con 

la conta•inaci6n del a9ua por ••creta•. En la. Estada. 



Unidos de Norteamérica se piensa que el 35% de los brotes 

epidémicos se originan mediante este mecanismo. 7~• 73 •ª~•ª4 

Oeberi tomarse en cuenta las diferencias en clo1,:nac16n 

y fil trae ión que cada tipa de agua ··equ1ere para s:ar 

potable, de donde resulta todo ur reto controlat· la: 

condiciones de pH, turbidez. temperatu•·a. tiempo de ccntac.tc· 

y dosis de los desinfectantes. ·~-•7 

En ocasiones la purifiacié':-1 del dt;Jl.la solo se obtiene 

con una h1perclortri.il'.1.6n de 3 mq/l1tro, durante una nora, 

dosis :.ue puede set· tó::1cd para el hombre; las cantidades 

hab~tuales de 0.5 a 0.8 mgtlitro resultan insuficientes. 7 ~ 

Se tiene que con:.1derai- que los quistes de q. 1!3_mbl1a 

permanecen viables a 89C durante 16 d1as ª 4 , que pueJen 

viv11K o temperatura de 4QC 1 helsta por dos meses 

scpcrtan c.Jo1K1nr:u..:iones de lmc;¡/l. 

Un qq~; de 1a efectividad de 13 deo::tn\Cc10n de qu.::tes 

i;;.e logra e.en -:;ust.ancias como halo::;anE-, r,¡lobotir1e :--· l!.r:tv-.-=:. 

de yodo al 2"1.. Sin embat·go. .,:.! meJor método de 

ester1li.?.-1C:H1n del a~ua pr., la ebull~c1on. 73 

Este me-car.1smo -:,e 

demostr·ó en un-3. ep1dem1a sufr1Ja ~n uns. escuela~ donde todos 

los profesores tomaban sus al im~ntos en : . .in comedor camun; 

todos cursaron con diarrea de lú a 16 d1as y se pudo 

demostrar el par•ési to en heces. nr.1 

As1m1smo 1 Jackson .... 
' 

iJOI' c..omun1cación personal. 

menciona el halla:90 de quistes de G._ lamt?_l_i_a en fr"'esas. 

e. Las moscas domést1c~s <M~:ca d9Jn~st.ic_a) no son 

buenas transmisoras de quistes. Es to se demos t rti en 

experimentos 1·e~l1zadtJs can 16 voluntario= humanos oue no 

loc;waron infect.a1·se al ln9e•-1r al 1mentos contaminados con 

quistes de 

domésticas. 

G. la111bl)a, mediante las patas de moscas 



f. La transmisión directa ano-mano-boca sucede er1 

condiciones de hacinamiento y malos hábitos higiénicos. En 

establecimientos como las guarderias, la yiardiasis se 

presenta ca.no el padec1m1e'1to tiu.mero uno. 51 1iJ·liJ"" 

Un estudio real1zodo en 30 guarderias de Te:-:as 

evidenció la presencia de quistes de G. lambl*a en el 7244% 

de los niños. Un trdbaJO similar que se llevo a cabo en 40 

9uarder1as de la riudad de México, en niños con edades 

comp1·end1das de 40 dias a ..; años 11 meses; mostró un 35 1. de 

niñu~ positivos a qu1stes de G. l~mbli~ en heces. con 

condicione<::: t11c;,1enicas dE-ficientes ·.¡ un 79.::!%. de niños con 

dP-snutric1on de primer y segundo grado. 9~ 

Datos muy parecidos se obtuvieron en una quarderia con 

número 1·educ1do de n1íios {6U ni;los) y buenas cc1nd1:1ones 

i"'.lgién1cas, donde Jos quist~~ de G. se 

indent1f1c,:won en el 47.'!.:~ de lo<;<. CPS ~-ealizados e11 niño':: 

a~intomaticos. 93 

Este tipo de ti·ansm1sion tambien se presenta en t-ioqares 

donde hay malos hábitos higienices, que ocdsionan la 

l.IJ::ieminaciOn interlami t 1.11-. "'"' A5i:'Tlismo, existen reportes de 

transmisiór1 ot·.3.l-a.nal er.tre :ridiv1duo!:i homosexuales. ~e 

g. La giardicisis esta asociada con la ''diarrea del 

tur1sta 11 • Individuos que viajan a lugares distintos de su 

si tic de origen, presentan en forma e>:plosiva, male5-tcires 

gastr·ointestinales, 15 dias después de su regreso. con 

eliminación de quistes de G. 113:mb.l1_~4 

h. Existe la transnuc.:ion cruzada de G.! lªmbJia humana 

con otras especies animales. Probablemente las primeras 

obser·vaciones de este fenomeno fueron real izadas por· Gt·3ss1 

en el siglo pasado; ~stos trabaJos tuet·m1 olvid.::-idos > luego 

Simon los retomó y Hegner los continuo Dichas 

observaciones permitier·on clasificar a las 91ardias de 

acuvrdo con la esp1teie de huésped infectado y establecer el 



criterio de especificidad del mismo, el cual se mantuvo 

r1t;aido por muchos a.1;os. 

A partir de 1978 Grant y Wao t"etoma1•on el tema y 

demostraron q1.1e los quistes de G. l~Jn9.l1a obtenidos ctel 

hombre, pueden lniectar a ratones de laborator 10 a 

:lnimales domésticos. t.oa 

Hast.i la fecha e~~isten dos grupos en opos1c1..:in; uno 

cons.1dera a la 91ard1as1s como una zoonos1s 2 •· •02, ao::s.-10• 

y a.poya el s19n1f1cado potem:1d.l de los ar.1md.las domé9.t1t:os 

y silvestres como huespedes naturales de Giará1a. y car lo 

tanto, como fuente de 1nfec:c1C)n pMra. e.l hombre. El utro 

c,,rupo a.poya 

tr.;msmision 

infer·iores. 

la especit1c1dad 

r:ruza.da entre 

7. PATOGENIA 

de huesped 

fil hombre 

y no c:onsidera la 

y los ~amiferos 

Los quistes tetranucleados ingeridos por· el huésped, al 

pasar al estómaqa, sufren la indu~cíon de desenquistac1on, 

por acción de las enzimas y el pH Ac1da <1.3 - 2.7) de los 

ju¡;,os g~sb' icos y la temperatura de 37QC. En este primer 

paso se presenta fle~:ibil1dad en el qu1a,te y movilidad del 

par"si to en e:l interior. 

Ld: desenqu1stac:i6n ocurre "l pasa.r al duodeno o yeyuno 

con un pH m~s favorable <6.8 - 7.~), cond1c1ones bajo la5 

cuales se rompe la pared del quiste en un polo y se 1n1c1a. 

la salida de \.\n par de troft1201tos, que permanecen unidos 

por ~l9unas 

ir:testino. 10 

horas, antes de colon1;:at• la. mucosa del 

El daño que las trofozo1 tos pro.ducen a su huésped se 

origina a travts de los siguientes mecanismos: 

:..¿ 



1. Adherencia del trofozolto. Una de las primeras 

evidencias de que la fijación del parAsito a la mucosa del 

intestino produc1a lesiones, se observo en un caso mortal de 

~1ardias1s, en el que la autopsia revelo gran cant1dad de 

trofozo1tos de Gi~t:tJ1.a fijos por· el peristomo en zonas de 

1mpor·tante ulce1·ac10n, 

Las pr1meras deducciones no asociaron la fisiopatologta 

observada, cun le presencia de los trofozo1 tos. • 0 • Traba· 

Jos posteriores su911·1eron que la adherencia de los 

trofozo1tos podrta interterir· con la absorción, sobre todo 

porque los pac1entes meJoraban considerablemente, después de 

la erradicacion del parásito. ''º 
El pdrásito presenta tropismo hacia la mucosa del 

duodeno y yeyuno, el total del cuerpo del parásito bloquea 

tres céh· Jds epi tel iaJe:. y deja un espacia entr"e los 

enterocitos ). el d1~co ::idhesi·10, que no contiene material 

alimenticio. 

La superficie dorsal del µ.:w;!sitc queda hacia la lu:! 

di;ol in test ir10 muestra c:wan cantidad de vacuolas con 

rl1nc1611 pinoc1tica '''· El epitelio lntestinal aumenta su 

cubiert~ mucoide, en 1·espuesta a lo adheren..:.ia del parásito; 

lds mic1~ovel lo~idades se ramifican. presP.ntan huecos en la 

base e incrementan -:ius "cuerpos densos" <probablemente 

1 isosomas). 1 'º• 't.!2 

Infecc iunes exper1mentales c:on G..!.. m1:!_r.!? permi t1eron 

observnr que los trafozo1 tos colonizan el 25% del intestina 

pro>:imal y se adhieren a células columnat"es, pero no a las 

célula'3 M (r:elulñs que transportan antigeno particulado y 

sol•Jble, del lumen, al sistema lintoide asociado con el 

intestino) ,:s.., 

Estudiac;; de m1croscop1:3 electrónica han tJemostr·ado que 

los trofo:o1tos de G_ •. l~_mpll_a se establecen :;obre la 

superficie de las m1crovellos1dades intestinales. desde la 

porción media, hasta la porción libre de microvelJosidad, en 

una imagen como "sombri lla 11 que cubre y guarda una relac.16n 

intima con la superficie del enteroc.1to, apoyados en los 



flancos ventro-laterales que están embebidos en el borde del 

cepillo, sin penetrar a la lamina propia. 

Las células espiteliales se conservan integras, con 

mitosis normal, poca vacuolización, escasa inflamación y 

pocos eosinófilos. ai3 

Existe controversia sobre si los trofozoitos de 

G.lamblia son o no patógenos; una corriente señala que no lo 

son, apoyada en el daño mínimo que se observa sobre los 

enterocitos afectados, mientra~ que otros afirman que existe 

un daño serio y alteraciones considerables de las funciones 

en ese nivel. :s"P. 11"• 11e 

Los mecanismos a través de los cuales se lleva a cabo 

la adherencia de los trofozo1tos a las micravellasidades del 

enterocito, intentan ser explicadas mediante cuatro teorías: 

a) la de Müeller propone que el parásito se adhiere 

mediante movimientos contráctiles y heliocoidales, donde el 

diámetro del disco varia de tamaño. ••• 

bl La de Halbertan centra en las flagelas ventrales la 

fuerza que crea un sistema de válvulas, facilitando la 

adherenc:ia mediante una succ:ión continua por parte del 

disco. 

c) La de Erlandsen sugiere que el flanco ventro-lateral 

posibilita la adherencia mediante un mecanismo de compresión 

contrácti 1. • 1.7 

dl La de Farthing y cal. supone la demostración de 

lectinas de membrana con especificidad a residuos D-glocosyl 

y D-manocyl presentes en el enterocito que podrían ser 

receptores en el sitio de colonización. 30 

2. Deflclencia de Absorción. La asociación entre 

trofozoitos de §.:.. !P_mblia, con la deficiencia en la 

absorciOn de grasas, se reportó desde 1939 en el estudio de 

un niño de dos años que mostraba signos y síntomas de 

enfermedad celiaca 111•, condiciones cllnicas consideradas de 

dificil diagnóstica diferencial, na asociada a 

9iardiasis.1. 1 • 



Se discute 

deficiencias de 

sobre si ~ _lE_ffiQ_lj_~ es causante de 

absorción intestinal; sin embargo, se 

reconoce que todas las enfermedades que alteran la 

integridad anatomo-funcional de la porción alta del 

intestino y dañan el epitelio columnar que recubre las 

microvellosidades, modifican en forma importante la 

absorción de carbohidratos y proteínas a ese nivel. Esto 

lo sustentan trabajos estadisticos donde se muestra que hay 

diferencias en la concentración 

sangre y talla baja, entre niños 

de D-xilosa, proteínas en 

que albergan el parásito 

,aun sin presentar manifestaciones cl1nicas, y los que no lo 

albergan. 1. a 4 • a:zo 

La absorción de lipidos se realiza principalmente en la 

porción distal del duodeno e inicio del yeyuno; ~~

l!!mP..l.l_i! se fija en esa región y altera la capacidad para 

absorber grasas, lo cual se traduce en esteatorrea en los 

individuos infectados. 1:z:z. 1:z::s La cantidad de grasas 

eliminadas can las heces, de niñas can G....!. lMQ..lJ.ª es de 10. 2 

gramos/dia, cantidad que disminuye a 4.6 gramos/dia después 

del tratamiento antiparasitario. 113 Estas resultados 

contrastan con las experiencias en niños brasileños, donde 

las pruebas de D-xilosa y lipidol se encontraron sólo 

ligeramente modificadas y no variar ion después de 

administrar el fármaco antipar3sitario 111
, al igual que en 

niños africanos en quienes las pruebas de lactosa se 

'conservan normales, a pesar de la presencia del parásito. 
,,.. 

Pruebas en 

heces, señalan 

subnormales, 121. 

adultos sintomáticas, 

que el 147. tienen 

muestran disminución 

con P...!... 

valor·es 

en la 

tª_~J~Jj ª en 

de D-xilosa 

absorción de 

grasas y 40% e:·thiben daño a la mucosa. Otro grupo 

encuentra niveles de absorción de carbohidratos normales 

12•. 127 y concluye que el daño a la mucosa por los 

trofozo1 tos es de poca consideración. 

El daño a los enterocitos altera la concentración de 

algunas enzimas en el borde del cepillo, como lactasa, 



sucrasa y leucyl-naftilaminasa, mientras que la maltasa y la 

fosfatasa alcalina permanecen normales. lt 3 

de la hormona del crecimiento o La absorción 

somalutropina no 

parece que la 

deficiencias del 

se altera por la presencia de §.!. !_ª!'1.º1.!.ª; 
talla baja guarda más relación con 

estado nutricianal por los efectos 

negativos que produce el parásito, que con modificaciones en 

los niveles de la hormona. t~liiil 

3. Invasión. Los cortes histológicos de 23 biopsias 

yeyunales, de 10 pacientes con giardiasis mostraron la 

invasión del espacio entersticial y la de la lámina propia, 

por los trofozioltos que aparec1an como organismos 

solitarios o en pequeños grupos de 4 a 7. 

Algunos trofozoltos loyraban penetrar en el interior de 

los enterocitos sin producir zonas de necrosis ni mostrar 

sitios de penetración; las células espiteliales parecen 

cerrarse después de la entrada de los trofozoito~, sin dejar 

huella. No existe reaccion inflamatoria, tal vez porque los 

parásitos comparten antfgenos con células epiteliales. 1 !2°" 

Estudios histopatológicos evidenciaron el daño y 

penetración de los trofozoltos dentro del ente1·ocito y de la 

lámina propia. Se piensa que la penetración tal vez ocurra 

en dirección paralela a la célula y qt.1e los trofozoitos en 

su trayecto dejan una huella en la superficie de la membrana 

del enterocito, que es utilizada para la entrada de otro 

trofozoito.•::so 

Las mic1·ovell0Eidades se muest1·an cor-tas y aplanadas, 

epitelio columnar 

células plasmáticas 

con incremento de células inflamatorias, 

y linfocitos; borde del cepillo perdido 

en algunos sitios, células en copa incrementadas, con 

pérdidas de polaridad de núcleos de células basales. 130 

La inflamación de la lámina propia es más de tipo 

crónico que agudo. En este mismo 9rupo de estudio, la 

biopsia de individuos sin invasión muestra enterocitos 

integres. 



Gran número de biopsias de individuos que eliminan 

quistes de G..!- !2~Q.Jj_a. y que muestran trofozottos en la luz 

del intestino, indican que la invasión intracelular no es de 

los principales mecanismos de patogenicidad. • 0q 01 •~ 01 2~ 

4. Liberación de to•ina&. Estudios de Radulescu y col. 

de trofozo1 tos de G..!- l-ª'f!lº-.U_~, ~c:;-ª-~J...?. y ~..!- ~ll muestran 

que estos producen un efecto citopAtico sobre fibroblastos 

humanos 11 in vitro 11
, los cuales a las 24 horas ocasionan 

degradación celular, vacuolización del citoplasma, 

marginación nuclear y núcleo picnótico, con pérdida de 

cromatina; a las 96 horas la monocapa de f ibroblastos está 

totalmente destruida. 

Este efecto se produce por el contacto directo y la 

acción de metabolitos tó~icos liberados del parásito sobre 

las células. 132 Otra evidencia de acción citopática valora 

la posible producción de enterotoxinas semejantes a las del 

cólera, aunque sus resultados no confirman su presencia. 133 

5.Slnernlsmo con enterobacterias. La reacción 

inflamatot·ia de la mucosa intestinal que despierta la 

presencia de los trafozoitos, planteó la posible asociación 

de estos con las enterobacterias. 11 "" Otras observaciones 

mostraron que individuos con giardiasis y malabsorción, 

presentaban un importante aumento de las sales biliares en 

el tubo digestivo y dificultad en la solubilidad de las 

grasas. • 34 

La asociación de las enterabacterias y G.!.. Jª1!!Q.~}ª se 

pretendió conocer indirectamente, al medir la cantidad de 

bacterias productoras de indol que habitan el tubo digestivo 

de los niños con giardiasis, para lo cual se midió el 

sulfato de indoxil <indicánl en la orina, antes y después 

del tratamiento antiparasitario; los resultados permitieron 

suponer que independientemente del cuadro clínico, l,j...!...laff!P_!_ll 

coexiste con una mayor población de enterobacterias. a:s!5 



Si se acepta el sinergismo entre enterobacterias y 

§.!J-ª.~bli~, también habria que considerar que pt•obablemente 

las toxinas bacterianas producen 11 hipersensibilidad" en el 

duodeno. 1 ª"' 

e.CUADRO CLINICO 

El periodo prepatente, def inidc como el que transcurre 

entre la ingestión de quistes tetranucleados y la 

demostración del pai-ásito en heces, fue fijado en un lapso 

de 9. l dlas. 

Se señala que en giardiasis, el periodo de incubación, 

de ocho dias, es más corto que el prepatente, de 12 a 14 

dias, de tal manera que pueden presentarse signos y síntomas 

sin que sea posible demostrar la p1·esencia del parásito. 
••1136 El periodo de incubación 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 evolución clinica: 137 

A. AGUDO. con diarrea fétida, dolor epigástrico, 

flatulencia y distensión, náuseas y anorexia. Ese periodo 

fue por lo general, de pocos dias y se comportó como 

amibiasis o disenteria bacilar, pero sin sangre o pus en 

heces; se prolongó de 2 a ~ semanas y en algunos ocasionó 

pérdida de peso y lasitud. 

b.SUBAGUDO. Con duración de meses a años y episodios de 

heces fétidas y blandas, además de evidencia de esteatorrea, 

flatulencia y distensión, dolor epigástrico parecido al de 

la hernia hiatal, ú.lce:a o enférmedad de la vesicula. 

c. CROMICO. Con heces blandas y fétidas, aumento de la 

flatulencia y distensión abdominal, sin tomas que 

desaparecieron con el tiempo. 



La duración de las manifestaciones clfnicas puede 

limitarse a pocos dfas en algunos individuos; en otros, 

presentarse con carácter de larga evolución • 9 • 139 • con 

síntomas leves, diarrea intermitente y dolor abdominal que 

responde al tratamiento. Otro grupo de pacientes puede 

cursar con daño severo a la mucosa y evoluciona a un cuadro 

clJnico de malabsorción. a:s9. ª""'º 
La patogenicidad de ~ lambl.L~ fue cuestionada con base 

en el gran número de individuos que eliminan quistes y no 

presentan manifestaciones clínicas. ª""ª-1 43 
Se sabe que esta parasitosis es endémica en poblaciones 

sometidas a hacinamiento, y en niños de guarderfa 9•-•3, 
donde la mayoría son asintomáticos. 

En adultos mexicanos la úlcera péptica duodenal o 

g~strica, la gastritis y amibiasis, pueden asociarse con un 

cuadro clínico de giardiasis, en individuos que presentan un. 

síndrome ulceroso attpico con acidez g&strica normal, y 

donde sólo la duodenoscopia muestra los cambios 

inflamatorios y hace el diagnóstico diferencial. 

También en niños se ha demostrado la asociación 

colónica, y se requiere de rectosigmoidoncopla para 

demostrar la presencia de ~ lamblia en casos de colon 

irritable y evacuaciones blandas verde-amarillentas. 

En individuos con panc:reatitis crónica que presentan 

heces fétidas, pérdida de peso y dolor abdominal, el 

parásito se demuestra por biopsia duodenal y los pacientes 

pueden tener síndrome de malabsorción. 1 •~ 

9. INHUNOLOGIA 

INMUNIDAD HUMORAL, 

respuesta humoral, 

~ .... ~.!!_f!lblj_!! es capaz de inducir una 

con producción de anticuerpos 



detectables, mediante varias técnicas, hasta en 93.9'l. de los 

La aplicación de anti sueros conjugado~.· con 

fluoresceina:i::z en el intestino de pacientes con giardiasis, 

produce un marcaje especifico de linfocitos y de células 

plasmáticas productoras de lgM e IgA. Los anticuerpos de 

tipo lgG e lgA de tubo digestivo, incrementan la fagocitosis 

de trofozo1tos por macrófagos peritoneales y neutr6filos de 

ratón. ' 4 ª 
Los titules elevados de IgG en pacientes can giardiasis 

recurt•ente, señalan 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. ' 4 9 

Algunas e>:periencias muestran que la respuesta sérica 

se mantiene positiva, después de 15 meses de terapia 

antiparasitaria 

niveles de 

tratamiento. t~u 

tt5o, 

IgG 

Las 

mientras que otras señalan que 

decrecen rápidamente después 

concentraciones séricas de 

los 

del 

lgE 

permanecen normales H!lí:z, aunque la cantidad de células 

yeyunales, productoras de esta inmunoglobulina aumenten. 

El comportamiento por la via clásica participa en 

inducir lisis sobre los trofozoitos mediante IgM. ie:s.1ei; 4 

Los ensayos con antígenos preparados, a partir de quistes, 

indican que las anticuerpos antigiardia son especificas y no 

hay reacción crl.l;:ada con ant igenos de otros protozoarios o 

enterobacterias.15~ 

ANTIGENDS DE ~_!_ardi~ lamblia. La proteína tubulina del 

citoesqueleto y otras de peso molecular bajo (30kDl, 

denominada ''giardina'', han sido identificadas mediante 

anticuerpos monoclonales y policlonales de ratón y de 

conejo, como antígenos de superficie. 3~ 

Algunos componentes de membrana, de naturaleza 

polipéptidica y otros del citoplasma, también proteicos, 



resultan antigénicos en humanos y otros animales. 1 :5"- Se han 

encontrado diferencias antigénicas en distintas cepas 

axénicas; estas pueden identificar fenotipos de capacidad 

pato9énica distinta. 1 ~7-tea 

VARIACION ANTIGENICA. Los trofozoltos de la cepa WB 

presentan un anttgeno de 170 kD, que induce la producción de 

anticuerpos citotóxicos, la reacción antígeno-anticuerpo que 

se realiza ocasiona 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 

c i totó;<ico. Estos estudios demuestran la pérdida del 

antlgeno de 170 kD con alto contenido de cisteina y el 

reemplazamiento por otro de menor peso, que nos permite 

detectar dos epitopos diferentes para la misma cepa WB de 

trofozoi tos. t:!i..,_1.bJ. 

PRUEBAS DIAGNOSTICAS. Se han realizado diversas pruebas 

con antigenos de quistes 22 • J. 47 y de trofozoitos J. 62 • 

mediante técnicas de inumunodifusión, inrnunofluorescencia y 

ELISA, que han demostrado sensibilidad de B1'l. 27 y de 

927.14•. 

Las pruebas de inrnunofluorescencia mostraron que los 

resultados con titulas mayores a 1:16 son significativos en 

el caso de giardiasis en pacientes que presentan daño a la 

mucosa y malabsorción; los titulas menores a 1:16 la 

excluyen •••. Un resultado con titulas positivos indica 

existencia de la infección y por lo tanto, presencia del 

parásito, por lo c:ual deberá insistirse en su búsqueda. ••3 

Por el patrón irregular con que los quistes son 

expulsados, se requiere realizar varios CF'S para demostrar 

la presencia del parásito y esto conduce a desarrollar 

pruebas que detectan ant!geno de G .. l.;!mb_lj_;! en heces. Entre 

ellas hay una prueba de ELISA • 4
• con sensibilidad del 92%, 

y otra con sensibilidad del 9B'l. y especificidad del 1007. 1
•"', 



que pueden ser utili:adas para estudios 

epidemiológicos. 

ASOC 1 AC ION CON INMUNODEFICIENCIAS. Varios .trabajos 

considerados como clásicos, ••~ deiilostraron la asociación dt! 

B. lambl ia, hipogamaglobulinemia y sintumas 

9astrointestinales, principalmente con anormal idadr .. -. .~~: la 

mucosa del intestino¡ en todos los casos estudic:1d, los 

pacientes carecian de celulas plasmaticas en la lamina 

propia, al erradicar el parasito la normalidad de las 

microvellosidades se recobro; sin embargo estos mismos 

autores cuestionaron si todo el daño es debido a los 

parásitos o el huesped con inmunodeficiencia contribuye 

importantemente a la severidad de la giardiasis . .... 
En pacientes con hipagamaglobulina primaria se observa 

un predominio de G. lamblia como causante de diarrea, en 

donde la biopsia muestra atrofia de las microvellosidades. 

TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO CON MUCOSAS. En giardiasis, la 

respuesta humor·al sérica confiere una protección muy pobre y 

el papel de la IgA secretora intestinal es más importante••• 

Si el valor normal de la IgA sec:retora es de 150 mg/100 ml., 

esta se encuetra disminuida hasta 52.4 mg/100 ml.en los 

pacientes con giardiasis. t•7 

Sin embargo, Janes :1.•a comparó las concentraciones de 

IgA sérica y secretor·a, mediante inmunodi fusión radial y 

enc:ontró que 

giardiasis. 

son similares en individuos con o sin 

La IgA secretora de calostro parece tener un papel 

protector en ratones lactantes; en éstos los anticuerpos 

específicos contra la G_~a!~.d.ia son transferidos por la leche 

materna; en humanos se desconoce este fenómenos. t•9 

c:on 
Diversos ensayos 

IgA sec:retora 

adherencia. • 4
• 

17º 

señalan que los trofozoltos incubados 

especlfica pierden su capacidad de 



La función de las células linfoides asociadas al 

intestino debe ser diferente a la de las células 

periféricas, debido a que la ADCC <ci toto>:icidad celular 

dependiente de anticuerpos> peritoneal es más efectiva que 

la periférica. 1.
7

1. El aumento de linfocitos epiteliales en 

niños con gíardiasis y la evidencia de que muchas de estas 

células son T dependientes, envuelve tanto la respllesta 

humoral como la de células T. 

INMUNIDAD CELULAR. Los linfocitos de la lamina propia 

intestinal cruzan el epitelio y atacan a los trofozoitos de 

G1.a.rf!J_a en el lumen, y asi contribuyen a la eliminación del 

parásito.. ...... Los monoc i tos-macrófagos de san9re periférica -

son espontáneamente citotóxicos a trofozaíto de 

@.!....lan:iE_Jj_a, asi como lo~ macrófagcs de exudado peri toneal. 171 

La citotoxicidad disminuye en los monocitos de 

individuos con giardiasis crónica; trabajos uin vitro" 

muestran que anticuerpos IgG anti-giardia pueden participar 

en procesos de citoto>:icidad, dependientes de anticuerpos 

<ADCC> con polimorfonucleares periféricos, pero su papel 

"ín vivo" no está claro. 1 4 • .. 1s? 

Se cree que las células cebadas participan en la 

resistencia parque en ratones W'/W' <deficientes en células 

cebadas), la giardiasis se desarrolla en forma crónica, y el 

tratamiento antihistam1nic:o prolonga la infección en 

ratones con Ch_~~_r .. .ts. 

10. GENETICA 

Existe una fuerte c,ontroversia sobre la existencia ' 73-

17• o ausencia 177• 17• de"relaci6n entre la giardiasis y el 

grupo sanguineo A. Sin embargo, un análisis estadistico 

reciente mostró que por cada 100 personas del grL1po 

sanguteno O con giardiasis, hay 143 del grupo sanguineo A 



con la misma infección; es decir, que el riesgo de enfermar 

de estos últimos es 431. más alto. 17q 

En el caso de la gia1•diasis murina na está definida l~ 

cot•relación entre la c.apac:ida.d del suero inmune especifÍc:o 

proveniente de ratones susceptibles <AIJl y resistentes 

(810.Al a lisar trofozoi tos de G. muris contra la habilidad 

de estas cepas de ratones a contt•olar la infecc:ion .. t.?S4 

Otros autores que han trabajado sobre la relación de 

susceptibilidad y 

ratones, concluyeron 

de locus H-2, sino 

resistencia en diferentes cepas de 

que na está controlada por el complejo 

que guarda más relación con la dosis 

infectante de quistes; además, piensan que en el hombre la 

suscep t ibi 1 id ad puede segregarse con marca.dores HLA. 18º 
Trabajos sobre marcadorec:. genéticos en 48 individuos 

con infección crónica de giardíasis mostraron que ocho de 

ellos presentaban deficiencia en la respuesta humoral, pero 

la mayorla eran normales. El estudio del HLA y de los 

individuos deficientes mostro un número mayor de Ag HLA Al y 

812 y de los fenotipos A1/A2 y 812/827, que pudieran estar 

relacionados con defecto en la respuesta inmune de estos 

individL1os. 

En otro estudio de tipificación de HLA, realizada en 30 

individuos egipcios con giardíasis, los resultados mostraron 

un predominio de HLA-A2, HLA-BB y HLA-812; los pacientes con 

lesiones más severas en la mucosa duodenal correspondieron a 

HLA-BB que, además, presentaban títulos bajos de IgA 

secretara intestinal. sQ 1 



XX. DESENQUXSTACXON 

Las bas.es del conoc:1miento actual sobr·e desenquistac1.:m 

fueron establecidas pot• Simcn, -' quien al observar un gran 

número de pr-ept:1.1'"'i:.iones de heces en f1·es..:o dt? p¿.cientes con 

fcr,na.ñ 

tnnucleadas mOvi les, que propuso se trataban de 

"mer-ozo1 tos" recién nücidas. que emf.!rgían de quistes del 

trac:to digestivo en número de dos o m~s. 

Heqnt:r rea 11.lO mú l t: i.pl es esquemas de tal lado5, 'J. donde 

serlalo cinco tipos de quistes p!'eSentes en la.5 hecei;: 

aseguró que estas formas se encuentrun s1multánei:lmente en el 

n1ismo ind1·.-iduc. Propi..1so oue la des~nQuistac16n se inicia 

con CJl'an act.lvid.:11d dentro del quiste, los nuclec.;¡ se ven 

claro~ v Pr.d~ri:ddo~., el 1-.onten1do hace Que el quiste se 

alargue

quíste. 

La ¡nquietud por conocer 8'1 s1t10 pt•ec1so de la 

desenqu1staci6n en el tracto di<;estivo llevo a Heqner 

realit:Jr• e•-.s.:i:--os en modulo~ an1males 1 ut1l1zando quistes de 

9'!.. my._1· .. ;s y G_. en~er_it;_~ humana inoculo .:1 ratones directamente 

en el estomaga. duodeno, yeyuno e i leon v los sact·iftcc en 

diferentes perlado~•· Sus at.se-r"ac J ones le pet'mt t 1eron 

conclu1:- Qlle l.-i desenqui!:>t'"'c1on se real1~a despues del 

est61na90 ..¡ Qt1e 5e t·equ1ere de lres fact.ot·es par-.:- que se 

lle\e ¿ ~a~o~ la estimul~c1on de los JUQ05 gastf·1ccs~ la 

humed~d -. i.ei temt1t!r.:üura de 37QC. 

En ~s•Juemas detal ladoi;, Hegner marco (ll1tl el proceso de 

desenqu\.$tación se inicia con moviínientas dentro del ql11ste, 

que se forma un e~tremo puntiagudo por donde sale el fl&9•lo 



posterior y confirmo que de cada quiste eclosionan dos 

trofozo.S: tos. 

Poster·iormente modelos animales ••~. 'ª3 permitieron 

e.onecer Jos requerimientos y el lugar de desenquistaci6n. 

Con estos antecedentes se elaboro un modelo ºin vitre" para 

an~llsar con detalle el proceso. F'ara ello se ut1li:?a.r·on 

quistes obten1:Jos de1 hombre y de animales como: coneJo, 

chinch i ! lr:l, LObayo. As1 se pL1do determinar que C'):i!:.te un 

factor de induccii:in ao:1do dependiente pH 1.3 - 2.7, pero que 

requie,·e pasler:urme:-nte de un media neutra oarc3 complet~r e: 

"Jugo d1gestivo :tnte>t1co" e 

incubac1on a ~7QC por periodos hasta de una h1:.ora, se r;bservo 

la eclos1on de dos trofozo1tar;, r.omo "el esca.pe de un tlu1dc 

de baJOn, par un peque~~ hoya en el extremo del quiste''. 

El máximo µorcentaje de desenqu1staci6n fue observado a 

los 5 y 15 minutos de ~er e~pue~toc;; a ¡.,, soluc:iOn de pH 0.5, 

y de 10 a :r1 minutos c:on pH 2.0. rodo el proceso se ob~ervo 

en un pot ta-objet~ e~c~~~do, ba;n ~Jc:rasc:opio de lul 

iri11ert1da. S1n embaq;,o los autores no local i.:::aron un punte o 

e~tremo deJ quiste donde seo in1c1ara el proceso. :u .... o 

El procerlim1ento ''in ~1lro'' permit20 c:onoc:er que los 

quistes t•equ1eren un tiempo de mctdurez de dos a siete dlas 

para set' desenquistados, y obtener- un porcentajt=t de 

desenquistación hasta d~l 50%. •o.1a4.1•a 

Las condiciones d~l proceso de desenquistac16n ''in 

vitre" para dstslada del hombre ·1ar1aron 

considerablement~ al emplearse 9iard1as murinas, :G~ ml!r1s> 

logrdndo solo un exito del 5% . 27 • 'ª• 
Sin embat·go, al mad1f1c:ar la t~cn1c.a con agentes 

reductore~. para crear- un potencial d& ox1do-reducc1ón mayor 

de l:::'O a1V, se obtuvo el 9(•% de desenqu1stac10n a lOS 30 

minutos. Esto or·191:10 montar un método r.:on potenclal de 

O>:.ido-reducción +600 mV, pH 2.0 y temperatura de 37Q C, lo 

que dio como resultado hasta. 96.27.. de desenqu1stac:1.:>n. un 

Los factores e~trtnsecos que inducen la desenquistaciOn 

se han determinado, asl como la secuencia en la liberaciOn 

4ü 



de los trofozottos •~·•--a•o p•ro los fenomenos intrtnsecos 

qua ocurren en el pr·oc11so son desconocidos. s~ ha su9er1do 

que las enzimas endógenas locali.:adas en l• periferia del 

citoplasma del quiste, que se activan ~ un pH .t;cido pueden 

jugar un papel importante •n el fttnótMtno 2•. 
En 1981 se habia11 deterMinado tres pa&os en el proceso 

de desinquest.aciOn: 

1. Solución inductora a pH ácido>' temperatura de 

Lavadas can solución de tripsina en Tyrode a 

pH e.o •••. 
3. Incubación en un medio de cultivo favorable ª 91 , 

••2 , esto para el casa de P..:.. ~li_a aislada del 

hombre y m.:im1 fe-r·c.~ inferiores. 

Estas condiciones requieren ade11ás de un potencial de 

6xida- reducción de +600 mV en el caso de ~ -.ari~ de 

ratones. ••7 

Los criterios de viabilidad de quiste se basaron en: 

l. Uso de colorantes como Easina al lX que permite 

diferenciar a los no viables, que se tiñen de rojo, de los 

viables que no permiten la entrada del colorante. 5 ' 

Téc:nicai: de desenquistaciOn. ••7 

3. Capacidad infectiva en animales de laborator10. 

4. El empleo de sustratos fluorescentes, con diacetato 

de fluoresceina <FDA> y propid1um iónic.o (PJ> que 

permiten diferenciar que Jos quistes FDA (+) son 

viables e infectantes y los PI (+) no viables. 152 
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r r x. MEDI:OS DE CULTI:VO 

La obtenc:i6n de cultivos en tubo de ensayo. a partir de 

ti~ofozoitos obtenidos por técnicas de desenquistac:ión o 

mediante contenido duodenal, que puedan subcultivarse por 

tiempos prolongados, es al90 que actualmente se maneja en 

forma rutinaria en los laboratorios. 

Las dificultades que los iniciadores tuvieron para 

lograr el mantenimiento ºin vitre" han sido superadas por la 

introducción de medios de cultivo sintéticos que pueden 

manejarse fácilmente. 

En la actualidad es posible mantener cultivos 

permanentes de \'~ lª-1!11:!1!.ª aislada del hombre y mamiferos 

inferiores; no se han intentado los cultivos de ~-·· ?_CJ.!J_!.?._, y 

todos los intentos por subc:ultiva1~ a trofozoitos de G.!- mu_rl§ 

obtenidos por desenquistaci6n, han sido infructuosos. 

En los años 60 de este siglo se iniciaron los cultivos 
11 in vitreº; en algunas de estas experiencias se obtuvieron 

trofo:o1tos de pacientes con giardiasis, por sondeo 

duodenal~ se inéubaron en un medio artificial a pH 6.4 que 

contenía infusión de higado de cerdo, suero de conejo y 

antibióticos <penicilina y colomicina); sólo se lograron 

periodos de sobrevida de los trofozoitos de 10 a 12 dlas; el 

fracaso se atribuyó a la contaminación con bacterias. 19"' 

El primer método reproducible y utilizado para la 

produce ión masiva de trofozo1 tos se debe a •<arapetyan, 

que c:c1ltiv6 G_,_ d1,1.09..etPJ;Us sobre fibroblastos de pollo, en 

asociación con C_~nd,i<1_a gy._i_l_lEW'fl_On"di, durante siete meses. 

S1..1s observaciones mostraron que los trofozoitos 

sobrevivieron a pesar de la destrucción de los fibrobla:stos. 

'J que era indispensable sus ti tu ir las levaduras. Con el 
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p1·op6sito de aumenta1' 0 el tiempo de sobrevid~, p1·obó con 

extt'9cto de embrión de pollo, suero humano, digerido de 

carne de 1·es y levaduras .frescas de ~esc;.Pª.t:o~y.t;eS: 

~_!tt_"_~j_si?_g, y logró mantenerlos por cinco meses. 

Mediante estos cultivos monoxénicos logró aislar 

G.duQ~~ª!..t§ de conejo y de humano y estimó que el tiempo de 

división era de 36 a 38 horas. Estandarizó el cultivo con 

medios denominados Li-1 con suero humano, extracto de 

embrión de palla y solución de Hank.s, y el Li-"!'· que además 

conten1a digerido trlptico de buey. 1 .,• 

Los medios ideados por Karapetyan sirvieron de base a 

Soloviev, 197 para realizar cultivos monoxéniccs de G...!.. 

~!!P!!~Jlal ~.§. de coneja y S_r:;¡_gt@_r9~y~~!:! ~er~_y)_sj_ª-~' los que 

mantuvo por año y medio, con el único cambio de disminuir el 

suero humano del 251. al 101.. 

Posteriormente modificaciones a los cultivos de 

Karapetyan, en las concentraciones de suero humano, adición 

de jugos pancreáticos y la asociación con levaduras, 

permitieron mantener subcultivas donde fue posible realizar 

los primeros estudios de cinética, para determinar el tiempo 

máximo de crecimiento exponencial y el tiempo de generación 

de 34 a 36 horas. l•• 
Desde Ja década de Jos 50, Meyer trató de cultivar 

~-!fil:!!-:...~? en los medios de Karapetyan y los fracasos continuos 

lo llevaron a afirmar que los trofozoftos de las giardias 

murinas no podían ser cultivados en el laboratorio. Sus 

cultivas con ~....!- 9-~~_9_4..~.D_alJ~ de canejü ·¡chinchilla fueron 

sostenidos por 18 meses en condiciones monoxénicas con 

§..~~t-~~Yl..?lA~· l99 

Meyer sustituyó las levaduras frescas por extracto de 

levaduras 200 y sostuvo el crecimiento. Finalmente, en 1976 

se lograron los cultivos anénicos ' 9
', libres de levaduras, 

subcu 1 ti vados por año y medio, de trofozo1 tos de 

G.!...dL_t_odelJ.~l_is de conejos, chinchillas, gatos, cobayos y del 
hombre. 201.202 

l"' 



Además se desarrollaron medios de cultivo específicos 

demominados HSP-1 y HSP-2, que contentan peptona, fitona, 

9lucosa, L- cisteina, solución de Hanks, suero humano y 

antibióticos, todo a un pH 6.8 7.0, esterilizado en 

autoclave y en incubación a 37QC. También se logró aislar 

una cepa de mono que se mantuvo en el laboratorio por siete 

meses. 

En una serie de trabajos quedaron reportados los 

experimentos de Iyer y Goitonde , de giat·dias aisladas de 

pacientes con diarrea aguda, en el medio clásico de 

•~arapetyan, y en otro medio de cultivo. Obtuvieron tiempos 

de generación de 5.4 a 7.8 horas y subcultivos p~r varios 

meses. 

Desde 1977 Visvesvara utilizó los medios de Meyer para 

los cultivos de GJ13:r_9Aa y sustituyó el suero humano, por 

suero bovino, de caballo y de conejo. 

Los medios TPS-1 que Oiamond 204 desarrolló con gran 

éxito para el cultivo axénico de l;:n~§M~.Q_§~·ª .hi§.t.oi_yt.Jc?, 

fueron utilizados por Visvesvara pat•a adaptar a G. lamblia 

aislada en los medios de Meyer. El TPS-1 contiene 

trypticasa, pamede (extracto de hígado), cloruro de sodio, 

L-cisteina, ácido ascórbico, 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 

modificaciones para el 

suero de 

cultivo 

cabal lo y vitaminas; las 

de Gl.?!:dJE fue 1 a 

ester·ilización por filtración, doble cantidad de L-cisteina, 

suplementado con suero bovino y vitaminas. 

El cambio fue en forma gradual, el m~n:imo de 

crecimiento se logró a los siete dlas y el tiempo de 

generación fue de 12.2 horas '•2 , menor que lo reportado por 

Meyer, de 18.1 • 00 y muy por debajo de lo obtenido por 

l<arapetyan, de 36 a 38 horas. 

A raíz de la adaptación de G"'!.. lªml;l.l ia a crecer en los 

medios de Diamond, surgieron un s1número de modificac:iones 

para prodL1cir cantidades masivas de trofozoitos. Al medio 



TPS-1 se le agregó agarosa al 0.22% para la obtención·de 

colonias en Ltn medio semisólido. Debido a la 

inestabilidad del medio de TPS-1 en los lotes de pamede, se 

cambió al medio de TYl-S-33 y BI-S-~3. :;zo4 .~07 

En otros trabajos se reportó el uso de un medio libre 

de suero el cóal/ fue sustituido por solución de 

l ipopr·oteinas y colesterol, albúmina sérica bovina y bilis 

bovina; los demás componentes del medio TYI-S permanecieron 

i9uales. :aolil 

Keister consideró que las 9iardias que habitan el 

duodeno tienen como nutriente la bilis, por lo que agregó 

bilis bovina o porcina al medio TYI-S favorecia el 

crecimiento de los trofozoltos en el cultivo; también 

eliminó el uso de las vitaminas. Con esa combinación obtuvo 

un estupendo crecimiento con formación de monoc:apa.s 

adheridas a la pared del tubo, con máximo crecimiento a las 

72 y 96 hor•as y un tiempo de generación de seis a siete 

horas. 209 También se probaron otras bilis de mam1feros. 

El TYI-S se propuso como medio rutinario para el 

aislamiento de cepas de 6....!... ..Lª-!!lRJLa., suplementado con suero 

fetal y bilis bovina, sin vitaminas y con antibióticos para 

evitar la contaminación. El programa de resiembras 

recomendaba cambios de medio cada 10 dlas. 209 

El aislamiento de múltiples cepas de Gj_a_tPJ.~ .• tomadas 

del hombre y de mamíferos inferiores a e~<cepc ión de 1 as 

murinas) se realizó sin dificultad con los medios TYI-S y 

BI-S; as1 se pt·odujo el aislamiento de una cepa de castor 

ª9 º, veinte cepas humanas con técnicas de desenquistación 

artificial 2
1.1. y cepas humanas de individuos asintomáticos y 

sintomáticos. 2 1 2 



XV. PLANTEAMXENTO DEL PROBLEMA 

La giardiasis en una protozoasis intestinal tres veces 

más común entre la población infantil, sobre todo en 

preescolares y escolares, que entre la población ~dulta de 

nuestro medio. En casi todos los estudios de 

preva lene ia realizados en nuestro pais, ~_i_ªt_:_dj_~. liimb L~ 

ocupa el primero o segundo lugar en frecuencia entre los 

menores de 12 años. 

El amplio espectro cllnico en estos grupos de edad es 

motivo de estudia para aclarar el verdadero papel patógeno 

de este parásito. Los estudios muestran una gran 

variabilidad en las manifestaciones que va desde una mayoria 

de individuos asintomáticos, aparentemente sanos, que 

pueden cursar con talla baja por deficiencia de absorción, 

hasta niños con diarrea de larga evolución que en pocas 

ocasiones presentan daño severo a la mucosa. 

La facilidad de las técnicas de desenquistación 11 in 

v1tro 11 y el manejo en forma rutinaria de los cultivos 

axénicos., han proporcionado al investigador un instrumento 

de trabajo, que puede ser utilizado para contestar gran 

rn:1mero de preguntas sobre la biolog1a, epidemiologla y 

patogenia de este protozoario intestinal. 

Las características de inducción "in vi tro" de 

desenquistación, asl como la observación microscópica del 

proceso, y las condiciones por mantener los subcultivos 

axénicos durante tiempos prolongados que se conocen y 

manejan en nuestro medio, provienen de los Estados Unidos de 

Norteamérica y han servido de base para estudios en nuestro 

pal s. 



Los resultados que se obtienen podrían corresponder a 

caracterlsticas propias de raza o cepa, y ser diferentes al 

comportamiento de la G.!. J.ª-m.~j-~ aislada de la población 

infantil mexicana. 

Las evidencias que sugieren que la giardiasis en México 

difiere de la observada en otras regiones del mundo, podrlan 

confirmarse, al realizar estudios de desenquistación "in 

vitre" y a>:enización de cepas de ~ LM!~l!-ª de individuos 

infectados en nuestro medio. 

Este trabajo se inició en 1985, cuando en México todos 

los estudios sobre giardiasis eran realizados con las cepas 

Portland-1, aislada por Meyer en 1976 y la cepa WB, aislada 

por Gillin en 1981. 

El propósito principal de este trabajo fue axenizar 

trofozo1 tos de @_!.., .~lfllLl..!3!i obtenidos mediante inducción "in 

vitre" de desenquistación. Para lo cuál los parásitos se 

aislaron de heces de niños atendidos en la consulta externa 

del Hospital Infantil de México Federico Gómez, cuyos 

e>:amenes coproparasitoscópicos realizados en el Laboratorio 

de Parasitología del mismo hospital resultaban positivos con 

quistes de Gj_;¡.r._d_j_ª- !J!llJQ_l..i_a. 

El trabajo implica conocer las condiciones y requisitos 

de todo el proceso de desenquistación y axenización de cepas 

aisladas de niño,:, mexicanos, para investigar las diferencias 

o similitudes que tienen con poblaciones de otros paises. 
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V. HXPOTESXS 

Si consideramos que la patologta de la giardiasis 

en nuestro pa1s presenta caracteristicas propias 

y diferentes al comportamiento en otras áreas 

geográficas, entonces, al obtener cultivos 

axénicos a partir de desenquistaci6n de 

§..-1._amb!..!J! aislada de niños mexicanos, daremos el 

primer paso en la tipificación y caracterización 

de cepas autoctonas de este protozoo, que 

permitan entender la biologla, epidemiolog!a 

y cllnica de la 9iardiasis infantil en México. 
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VI. OBJETIVOS 

1. Definir las condiciones de desenquistación 

y axenización d• 6 .• la~!!! aislada de niños 

infectados con cepas mexicanas. 

2. Estandat"izar un proceso sencJllo y rtipido para 

obtener trofozoitos de G .• 1ª.rriBJJ? a partir de 

la inducción "in vitro 11 de quiste• aislados 

de heces de niños mexicanos. 

3. Establecer cultivos axénicos de los trofozoltos 

obtenidos por desenquistación, en un crecimiento 

prolongado y libre de otros microarg•n1smos, 

bajo condiciones controladas en el laboratorio. 

4. Disponer de cepas axenizadas de G. lambl1~. 

para ensayos de mantenimiento continuo en 

tubos de cultivo. 

5. Contar con cultivas axénicos de G_. lamblia 

para tipif tc:ar y caracterizar cepa~ 

autóctonas para estudios btológ.icos, 

epidemiológicos y f is1opatol69icos de la 

giardi.asi~ infantil en México. 



VII. MATERIALES V METODOS 

l. MATERIAL DE ESTUDIO. Se trabaJ6 con niños atendidos 

•n la consulta externa del Hospital In1antil de rléxico, 

Federico GóCM!Z. A cada niño se le realizaron exAmenes 

caproparasitoscópicos <CPSl en serie de tres, en el 

Laborator10 de Parasitologla del mismo hospital. Se elaboró 

una ficha de registro del niña que ingresó al estudio en la 

que, además de consignar sus datos de identidad, se anotaron 

los resultados de los ex~menes CPS. 

2. MUESTRAS BIOLOGICAS. La elección de las muestras de 

heces se baso en el resultado de la técnica CPS de 

concentración por flotación Ferreira 1:10 <apéndice técnica 

11. Se procedió a separar las muestras de heces que 

resultaron positivas con quistes da G.l~llblia y que, a la 

observación microscópica, mostraron más de 000 

quistes/campo. Las muestras asi seleccionadas se conservaron 

en refrigeración a 4QC, por 24 y 48 horas hasta su 

procesamiento. 

~. CONCENTRAC!ON DE QUISTES. Para los propósitos del 

trabajo se requirieron grandes cantidades de qu,istes, por lo 

que se probaran varias técnicas de concentración de quistes; 

sedintentaci6n con forMOl-éter, flotación con sulfato de 

zinc, flotación con glucosa y gradiente si111>le de sacarosa, 

para seleccionar aquella que permitiera la obtenci6n de un 

mayor número de quistes sin alterar la integridad y 

viabilidad de esto•. 
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Los métodos a base de formol-éter y sulfato de zinc, 

debido a que fijAn los quistes, estos pierden viabilidad, 

por lo tanto fueron descartados. 

Las dos técnicas seleccjonil.das, flot•cion Ferreira 

glucosa (FFG> y gradiente sinaple de ••caresa (GSS> se 

sometiron a un estudio comparativo. La t•cnica FFG 1:10 de 

acuerdo al método descrito por Biagi 213 con algunas 

modificaciones como fueron el uso de glucosa a una densidad 

de 1.19Q baumé, como medio de flotaci6n, en lugar del 

sulfato de zinc y la omisión de la fijación con formol 

<apéndice t6cnico 2l. 

Para la separación con GSS 60 se hafftDgeneizo la 

muestra de heces con solución salina adicionada con 

antibiótica, posteriormente se centrifugó en fr1o a 600 X9 

en una solución de 0.85M de sacarosa; la interfase con el 

paquete de quistes se localizó entre la solución salina mas 

antibióticos y la sacarosa, y en el sedimento se depositaron 

los detritus de las heces <apéndice técnico 3). Ambas 

pruebas conservaron viables los qui~tes después del procesa. 

4. CUANTIFICACION DE QUISTES. Una vez concentrados ; 

purificados, los quistes fueron contados en la cámara de 

Neubauer y se estimó el número total de quistes por ml. De 

los resultados del conteo se prepararon acuerdo con 

alícuotas de un mili.litro <Apéndice técnico 4) que 

contentan cuatro itni llenes de quistes, los cuales fueron 

procesac.Jos para desenquistación. 

5. PURIFICACION DE QUISTES. Durante el proceso de 

separación y concentración de quistes, fue necesario 

eli1111inar conta•inantes como enterobacterias y hongos. Para 

tal efecto, los quistes fueron sometidos a la acción de 

varias combinaciones de antibióticos, cuya efectividad se 

probo medi•nte siembras de quist•s tratados, en medios de 
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cult1v? espec!ficos para Bra• C+l y C-l <Me Conkey, E"B, SS, 
Gelosa sangr•> y hongos <Sabouraud y "icosel>. 

En la purificación se eMple6 solución salina isotónica 

esté1•il can antibióticos e~ penicilina, estreptomicina, 

9entamicina, nitro•icina, ketoconaazol y anfotaricina B, en 
e.Ji fet•entes cOMbinacianes y concentraciones Cap~ndice técnico 

5 y 6). 

La solución con mayor efectividad ge empleó en •l 

homogeneizado para la concentración de quistes y en el 

lavado de los paquetes obtt111idos del gradient•. Tan.tli6n se 

usó de dos a tres veces después de la incubación en HCl y, 

final~ente, se concervaron en un volumen de 0.5 y 1.0 ml, 

para la inoculación en los medios de cultivo. 

6, DETERMINACION DEL NUMERO DE NUCLEOS EN QUISlES. El 

número de núcleos presente en los quistes tiene relación con 

la madurez y ésta con la exquistac ión. Par• conocer el 

estado de madurez que guardan los qu_istes se observó el 

número de núcleos en los concentrados de las muestras de 

heces recién eliminadas, en una preparación directa 

coloreada con azul de algodón. Por observación microscópica 

en un sisteMa óptico de luz y con objetivo de 100x se 

realizó una cuenta diferencial de 100 quistes bi y 

tetranucleados. El resultado de cinco lecturas se promedió y 

se reportó en porcentaje de madurez de los quistes (apéndice 

técnico 7>. 

7.VIABILIDAD DE QUISTES Era printardial que los 

quistes, después de concentrados y purific•dos, conservaran 

su viabi 1 idad para el proc~ de desenquiataci6n. Para 

conoc•rla se empleo un ex•-.n directo con Eosina y al 17., 

que per,.itió cuantificar los quistes viables y los no 

vi•bles. Est¡¡ t inc i6n distinQuiO a lo quistes viables, que 

perm•necieron sin coloración, de los no viables, teñid09 de 
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rojo con el colorante. Esta técnica que permito asl mismo 

determin•r diferencias morfologicas entre los quistes, los 

caracteres tomados en cuenta para el estudio morfométrico 

diferencial fueron principalmente: tam•ño, integridad de la 

pared qulstica, nO~ero de núcleos y estructuras contenidas 

en el citoplasma <apéndice técnico 8). 

8. INDUCCION DE DESENQUISTACION. De acuerdo con las 

caracterlsticas ácido dependientes en la inducción, se 

probaron varias soluciones de HC1 1 en concentraciones 1N, 
O.SN y O.IN preparadas con distintas clases de agua 

(corriente, des ti lada, tridestilada, desionizada y 

desionizada inyectable>, a diferentes pH y en tiempos 

variables de incubación a 37Q. 

Los estudios prélimin•res con una serie de soluciones 

nos permitieron, finalmente, seleccionar dos para continuar 

con el desarrollo del proceso; la priaera de HC1 1N a pH 0.5 

y la segunda de HC1 O.lN a pH 1.6, atibas preparadas con agua 

desionizada inyectable. Se montaron dos ensayos de diez 

uno, para valorar la eficacia de l•s muestras cada 

soluciones, y se determinó en cada uno de los ensayos, el 

porcentaje de desenquistaci6n de acuerdo con la fórmula t.•7: 

T + QV T trofozoitos 

%0 ------------- X 100 QV quistes vacíos 

T + QV + QC QC quistes completos 

Los resultados permitieron seleccionar a la solución 

idónea para el proceso (apéndice técnico 9l. 

Después de la incubación, los quistes se lavaron de dos 

a tres veces con solución salina y antibiótico, para 

acerc•rlos a la neutral·id•d, y de in.ediato fueron puestos 

ltll los tubos con medios de cultivo. 
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9. DESENQUISTACION. La inducción de desenquistación es 

~cido dep9fldiente, pero la libaraciOon final d• lo& 

trofozo1tos ocurre en el medio de cultivo con pH neutro; 

atnbos procesos requieren temperatura de 37QC. 

Para lograr la eclosión de trofozottos de los quistes 

inducidos, se ut1l12aron tres modificaciones de la fórmula 

básica del medio TVI-S <apéndice técnico 10). 

En la primera se sustituyeron la tripticasa y el 

eKtracto de levadura por la peptona de biotriptasa, que 

contiene e>etracto de levadura y digerido pancreAtico de 

ca5eina PB-Bb-S de fabricación nacional <Bioxon>; el segundo 

medio se utilizó de acuerdo con la fórmula original TVI-S, y 

por óltimo, se 89pleó la variante de 81-S que contiene 

biosatef en lugar de tript1casa y extracto de levadura. 

En todos los casos, se empleó doble cantidad de L

cisteina y supleeentó con bilis y 5Uero bovino. El medio se 

esterilizó por filtración en cuarto est~ril <apéndice 

t~cnico 11). El medio se utilizó dentro de las dos semanas 

de su preparación y 5e mantuvo en refrigeración a 4QC hasta 

su uso. 

El volumen final de 0.5 ml de quistes inducidos y 

mantenidos en solución salina con antibiótico, se inoculó en 

los tubos de tapón de rosca, con 7 ml de medio de cultivo; 

este procedimiento se realizó bajo condiciones estrictas de 

estérilidad. Los quistes en el medio de cultivo se 

in~ubaron a 37QC <apéndice técnico 12>. 

Las condiciones bajo las cuales se llevó a cabo el 

fenómeno de desenquistación y el desarrollo de todo el 

proceso, se observa.ron detenidamente bajo 1nicroscopia y se 

tomarom registros 

el objetivo de 

fotogrAficos y se realizaron esquemas con 

tOOx P•ra •stablecer las diferencias o 

similitudes, con lo antes descrito en cepas aislad•s en 

otros pa1sas. 

Se hicieron observ•ciones 

cubre-objeto en preparaciones 

directas, entre porta 

no teñidas y ta•bién 

y 

en 

prep•r•cione~ teftid•s, unas can azul algodón y otras con 
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Eosina <apéndice técnico 13), para determinar el tiempo que 

transcurre dur•nte el proceso, los cambios en lAs difet~entes 

fases en el desarrollo de los trofozottos hijos y definir 

las estructuras presentes. Debido a que el .aterial que :e 

observó se encuentra en fresco con o sin coloración, las 

preparaciones fueron delgadas y se revisaron al ~icroscop10 

a 100x, bajo microscopis ópticaf con un sistema de 

iluminación de campo claro y de contraste de fases. 

Asi mismo se elaboraron preparaciones permanentes 

teñidas con colorante de G1emsa en concentración 1:45 

(apéndice técnico 14l, que facilitó la observación del 

proceso y la descripción de las fases. Tanto las 

preparaciones en fresco, teñidas o no, COllKJ las de tinción 

permanente, se elaboraron del material incubado en el medio 

TYI-S y 81-S en periodos de t, 2 y 24 horas. 

10. AXENIZACION Y RESIEMBRA. Con la finalidad de que, 

los trofozaitos pudieran multiplicarse en los medios de 

cultivo, en ausencia de micoorganismos, se empleó desde la 

técnica de concentración la solución salina con 

antibióticos, asi como en todos los lavados hecho9 entre la 

inducción y la inoculación en el medio de cultivo. 

El volumen final de un mililitro de quistes inducidos y 

mantenidos en soluc1on salina con antibiótico, se inoculó en 

los tubos de tapón de rosca de 16 x 125 mm con 13 ml de 

medio de cultivo (apéndice técnico 15). 

Una ve= que eclosionaron los trofozoitos en los tubos 

de cultivo, se revisaron baja el microscopio con lui 

invertida, para verfificar la movilidad, y se mantuvieron en 

incubación a 37QC por 24 horas más. 

Transcurrido el ti .. po de incubación, se reconoce si 

se logró la aMenizaci6n a no, al observar la transparencia 

del medio; par• verificar la axenización de los cultivos se 

ta11aron fltllestras de estos y se realizó la cCNllprobación 
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bacteriol69ica, sembrando 

bacterias y hongos. 

en medios de cultivo para 

Cuando los trofozottos crecían en forma libre, el tubo 

de cultivo •• centrifu96 a 600 Xg por cinco minutos, se 

retiró el sobrenadante, y el sedimento resuspendido en un 

volumen de un mililitro, fue transferido a un tubo con IM!dio 

de cultivo nuevo. Los ~edios de cultiva conserv•dos a 49C se 

colocaban en la estufa hasta igualar la temperatura de 37QC 

antes de ser utilizados, para que el cambio de tMtperatura 

no fuera brusco. 

'.cuando los trofozoitos formaron monocapa, s• callbió •l 

._dio de cultivo; sin desprender l• monocapa, se a9itO 

ligeramente y los tubos se incubaron en forma inclinada a 

37QC. 

Al inicio del e5tablecimiento del cultivo, el cambio de 

11tttdio se realizó diariamente, poco a poco se espació el 

tiempo hasta que se estableció un calendario de resi•mbras. 

Para espaciar los cambios de medios, se verificó bajo el 

microscopio de luz invertida que los trofozoitos tuivieran 

buen crecimiento y estuvieran exentos de conta~inantes. Si a 

las 24 horas de incubación, después de varios cafM>ios 

diarios, el medio estaba claro y con buen d•sarrollo, el 

tubo sin alterar su contenido se incubó por otras 24 horas. 

Nuevamente se realizó la comprobación bacteriológica. 

Al completar la incubación de 48 horas, se verificaron 

bajo el microscopio de luz invertida el crecimiento y la 

axenización, y se realizó un cambio de medio coMo en los 

casos anteriores, según el tipo de crecimiento. 

Si ~ste disminuia, se volv1a al cambio de medio cada 24 

hot"as, pero si continuaba u11 buen crecimiento sin 

conta~inantes, se establecía un calendario de recambios cada 

72 horas. 

Cuando se aseguró el crecimiento dé la cepa, los 

subcultivos continuaron can resielltbras cada 72 horas bajo 

condicionas diferantes. Los tubos con cultivo abundante 

eran ratirAdDtl d• la estufa de incubación • 37gc y cohx:-
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en la mesa de trabajo a te"'J)eratura ambittnte. Los 

trofozottos se despr•ndtan de la •onocap• y qutldaban libres 

en el medio, con una pipeta graduada estéril se to~ó un 

inóculo de un mililitro de la suspensión de trofazoitos y se 

resefl\bró en un tubo de 16 x 125 -. con 13 ~1 de •edio. En 

cuentas de e.timara de Neubauer, el inOculo de un Mililitro 

aproximadamente contenla entre 10• a 106 de 

trofozaitos. De esta forma, se resetllbr•ron varios tubos. 

El contenido de trofozoltas restantes en el medio de 

cultivo del 

canteo de 

trofozattos 

que se tomaban los inóculos, ae 

crecimiento y determinación del 

utilizó para 

núiwro de 

por mililitro. Se realizaron control 

bacteriológico y preparaciones en fresco y permanentes para 

estudios mortométricos. 
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VIII. RESULTADOS 

1. MATEFHAL DE ESTUDIO. En el Laboratorio de 

Para~i tolo91c:i. del Hosp1 tal Infant11 de Me>:1co, Fede~·1co 

Gómez, durante 1987 >' 88 se realizaron. en promedio, 17.826 

cooropa1 as1 t.oscopico<::. 1CPS) r-e1-re1ra. 1: 10, que corresponden 

a.pro;·. imadamen t~ ¿¡ 8, 054 n 1 ñas. Los resultados señal 3.0 que el 

25% !:ion posit1·.-os a parásitos intestinales, de los cuales 

G!_at.~di_~ l~m~Li.;t. se ;.dentifica en el 42.b'l. y ocupa el primer 

lugar de frecuencia. <Datos del Laborator10 de Fdras1tolog\a 

Hlr1FG> 

Para la realizaciC>n da esle estudio :e separa--on 5ü0 

mue;;tras de hecE's µos1tiv.:is a qujc:iteo:.. tJe ~... t.a.iJ!bl1~. 

cOrrespondientes a niños, desde recién nacidos h;:o.sta los 16 

años de edad. 

"-• SELECCION DE MATERIAL. De las 500 mL1e~tras de heces 

positivas con quistes de G.! 1.~m9Ji.a, se selec:c1.:maron 370. 

que mosbiwon mas de 1,000 quistes de G. l~mb_lia por campo. 

Ningún niño 

qu1stes/campo. 

menor de 1.m año present·::i mc-s de l, 000 

Los niños 1nclu1dos P.n el estu~io tenidn de ur.c a 16 

a1'k.s de edad; el. 5:..:.:: t·es1dia en el Area Metropolitana de 

lrl Ciudad de Mé~1ca v el 46.7% pr·o~enta de diversos estados 

de la RepubllCd, 

Loi:; pac1ent?s dCud1ero11 consulta oo·· c··~sentar 

ciertas maniff:'stac1ones 9astrointest1naleo::, .:uyos 

principales signo!I 

frecuencia: dolor 

cefalea, distensiOn 

y sintomas fueran, en orden de 

abdominal, diarrea crónica, v0tn1to 0 

abdominal e h ipore:<ia, que se 



presentaren en el 42.4X de los niiios, y quedó un grupo 

••~or1tario de ••int0fh~t1cos, del 57.61.. 

Las muestras de heces con quistes de ~- l•tnbli• 

al•acenada& en r•fri9eraci6n a 4QC durante 24 y 48 horas, 

con5ervaron viables los quistes ante& de su proce••~ittnto. 

3. CONCENTRACION Y CUANTIF!CACION DE QUISTES. El 

estudio cowap•rativo entre la t•cnica de Flotación Ferreira 

con Glucosa <FFG> y la de Gradiente Simple de Sac•rosa 

(6SS>, 110str6 que con la de FFG se concentraron de 1.11 a 

7.24 x 10• quistes, mientras que por la técnica GSS se 

obtuvieron de 5.38 a 24.89 K io• quistes; el valor de t de 

studánt fue significativo a un nivel menor del 51. para la 

t6cnica de Gradiente Si11Ple de Sacarosa <Cuadro 1>. 

Cu•dro 1. ESTUDIO ClltlPARATIVO ENTRE DOS PROCEDl~IENTOS DE 
CONCENTRACION DE QUISTES DE ~ l.ulblia 

TECNICA n 

FLOTACION FERREIRA GLUCOSA 20 

GRADIENTE SlHPLE DE SACAROSA 20 

Prueba t de student p<(i.05 

RANGO 

(h10") 

os 

1.11-7.24 3.54 2.26 

5.38-24.89 11.09 :12.50 

n= número de ensayo& j(= promedio SO= de&viacion estándar 

La cuantificación de paquetes de quistes obtenidos por 

concentraciOn con 659 de 370 nw•stras de heces, con cá•ara 

de Neubauer, .a5trO cuentas desde 500,000 hasta 24 millones 

de quistes por gr•llD de heces¡ S4 nruestr•s (14.bXl tuvieron 

cu11nt•• de quistes 11e11ores de un ~illón; ·116 1Kl9'•tr•s 

(31.4Xl con quiste& entre un 
fln•l,....te, el porcentaje oNis 

1111 iOn y cu•tro 111 llones y, 

•lto de S4.0X !200 ..,estr•sl 



cantenian mAs de cuatro millones de quistes par gramo de 

heces. 

4. PURIFICACION DE QUISTES. Los primeros 20 

ensayas de purificación con diferentes combinaciones de 

antibióticas, verificados en cultivos selectivos para Gram 

positivos y negativos y de hongos, mostraron desarrollo de 

enterobacterias coma ~§..c;b__~~Di~ ~.Q_l_i, K.L~.!t?..iel l_ª §QP..., del 

Gram (+) B-ªc;j_!!_u~ ?._IJ..l;>J:j __ ~t§ as1 como de la levadura C_~fl~_i_Q_ª 

?QR• 

La combinación de penicilina con estreptomicina 

permitió exclusivamente el desarrollo de Gram (-) y 

levaduras: esta misma combinación más ketoconazal impedia el 

crecimiento de levaduras, pero las restos de este 

antifúngica dañaban a los trofozoitos de §._,_ J!!¡n)J_lia. Al 

utilizar la netromicina con penicilina y estreptomicina, no 

se lograba erradicar a las levaduras; lo mismo sucedió con 

la combinación de gentamicina. 

Finalmente, la solución salina estéril mas un millón de 

unidades de penicilina, g de estreptomicina, 100 mg de 

gentamicina y 50 m9 de anfotericina B, permitió la 

desenquistación libre de contaminantes de las heces. 



J• CUENTA DIFERENCIAL DEL NLll1ERO DE NUCLEOS EN LOS 

QUlSTES. El conteo d1ferenc1al de 100 quistes recién 

el1~1riados, con obJet1vo de 100:-: y pt-omed1os de cinco 

le:>cturao;;, er. 5 1:. -:::nsayos da.llost.··aron que e!'liste un p•·eUom111::.o 

del 97.1% de qL11stes tetr.:inuclrc1dos (cuadru 2). 

Cuadro 2. CUENTA DIFERENCIAL DEL NUMERO DE NUCLEOS EN 

QUISTES DE GAar·¡J_i_~ J.É'J11b_)_ia RECIEN ELIMINADOS 

QUISTES n f<ANGO os %C.V. 

TETRANUCLEADOS 5(1 93-99 :!:l .91 1.96 

BINUCLEAUOS 50 \-7 2.9 :tl.91 65.83 

n= numero de ensayos X= promedio OS=desviación estandar 

%C. V. porcentcije de coeficiente de variación 



6. VIABILlDAD DE LOS QUISTES. En obs~rvac:ione: ce qc,; ;te: 

recién eliminados y concentr?d~s. por 9radientE simpl: ·a~ 

sacarosa, la c:olorac:ián con, eo:in~ muestra· Qli_e·'~ntre' El 75 ·v 

el 76/. correspond~ a quist~~ tomplet65, ··.irit~g~d~ s1r 

colorac:ión, lo cual lOs 'lde!ntiflca'c:i:t.no ·n.-abl-=s. Er~ttE ~~ 

24 y el 25 l. de qui::ites tonian-.~ la:.:.ol,:J1·a~·16n t-:l~=\ d . .:i '::

eosina y permiten la p~ne~ra~~án del c~lo~·a\t~. ~~~al~n~=l:~ 

coma no viables <cuadras 3 y 4)·. Denti"ci· :J::, ¿.~!:~ ::·::\ 

observo de un 13 a un 14% de· u1~l.ie:.:Es i~i-t:yn;.s e:.;:;-, -::..::oittFil.'::-: 

c:itoplasmático escasarnent;: P:lroidú~ m¿rc.iado si~~:-::-.:;;.:, 1~.:' ... ~1 

y nuc.leo!:i e-v1d2ntes. 

Del 11) al 11.51.. de las qui5~es mL\e::tr:in ·wn :-:c,~1·.1:-r1:i.:.r: 

muy retraldo y granuloso, con un amplio sis~e~~ i~c~.G~~

quistes con diAensiones de 1·).5 a 13.0 ~m~ jon~e n~ =~ 

distin9ue11 estructuras 1ntracitoplc\s,:,~.t1c~.= come nl'.1·:11:0::. 

aMonemas y a;.:ostilos; 

fantasmas 11 , se c.onfunder1 c.on o 4;t·a: e::¡tructuxas .Y sor1 li:. .:,p.•.& 

resta de un quiste vet·dade~a (flgLras 1 ~ 2J. 

Figura l. QUISTES ú[ G. lamblli< TEf.IDOS CGI· o:.~3:•.;,',, 

Se observan los quistes viables, sin colo1~~cl~r ~ 
9randes y alargados. <VA>, t:on ni.1cleo: (¡~). :}·.:::>:·.-:-ma: 

aaostilos <Al. Quistes no viables INVl, t~A1cos da 
rojo y quistes fantasmas (f) con un gran s1sta~~ 
la.cunar. Observación "in vivo 11 en contt·aste- de 
fases. 1250 X. 



Cuadro 3. VIABILIDAD DE QUISTES DE Giardia Iamblia 

RECIEN EXPULSADOS EN LAS HECES 

QUISTES 

CCll1PLETOS NO TEÑIDOS 

COIW'LETOS TEÑIDOS 
RETRAIDOS TEÑIDOS 

ri= nú~ero de ensayos 

n 

12 

12 

12 

RANGO 

72-77 

10-18 

8-16 

X 

75.0 

13.4 

11.5 

os 1.C.V. 

:':2. 30 3. 06 

:':2. 75 20.52 

:':2.50 21.73 

X= pro1nedia DS= desviación estandar 

7.C.V.=porcentaje de coeficiente de variación 

Ccladro 4. VIABILIDAD DE QUISTES DE~ lamblia 
OBTENIDOS POR GRADIENTE Sil1PLE DE SACAROSA 

QUISTE 

COl1PLETOS 
NO TEÑIDOS 

C011PLETOS TEÑIDOS 

RETRAIOOS TEÑIDOS 

n 

12 

12 

12 

RANBO 

73-78 

10-18 

8-12 

76.0 

14.0 

10.0 

os 

:J.70 

:':2.67 

:':1.72 

%C.V. 

2.23 

19.07 

17.20 

n= número de ensayos X= prontedio DS= desviación estandar 

Y.C.V.= porcentaje de coeficiente de variación. 
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La tinción con eosina permite distingljir,;,, dentro del 

grupo de los quistes ovales viables, tres .. tipos de acuerdo 

con el tamaño y la forma: 

Pequeño 

largo 10. 5--12. 5 ¡..1m 

ancho 7.0---8.5 µm 

Grande 

largo 12.5--14.0 µm 

ancho 8.7--10.5·µm 

·Alargado 

largo 15.0--15.7 

ancho 7.0 µm 

Dentro de los quistes completos no viables, se 

distinguen los completos con estructuras internas bien 

identificadas, con la retracción del contenido que da origen 

al sistema lacunar, de tamaño pequeño o grande (figura 2). 

Fig 2. QUISTES DE G. lamblia TEÑIDOS CON EOSINA 
viables de tamaño p.eque-ño CVP> ·y grandes <VGl 
Quistes en inicio de desenquistación (D) Quistes 
no viables teñidos de rojo con marcado sistema 
lacunar (SL). Observación en fresco. 1 250 X. 
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7. INDUCCION "IN VITRO" DE DESENClUISTACION. Se logró ent;e 

45 y 53 por ciento de d@s1mQu1staci6n con una soluciOn de 

HCl O.IN a pH 1.6 en periodos je incutación de 30 y 40 

•inutos <cuadro 5>. Se obtuvo u.r prorr.edio de 45.8% de 

de5enquistación con HCl a ~H 0.5 con 15 minutos de 

incubación y d1sminu>O a 31.9% cuando la incubación se 

prolongó por 20 minutos <cui<.jro bJ. 

Los qu1st~s no sometidos a la acc1on de soluc1,:in 

inductora colocados en e! medio TYI-S permanecieron 

c:Ofllpletos sin desenqui star; lo mismo sucedio con los 

inducidos que no dese~quistaron en las pt imeras horas. 

Cuadro 5. INDUCCION "IN VITRO" DE DESENClUJSTACION DE 

GiardLa .l~i!!.!_il. EN POR CIENTO* 

TIEMPO N 

20' 

30' 

40' 

10 

10 

10 

'50' 10 

RANGO 

45 - 52 

41 - 53 

48.~ 

48.4 

os 

• 4XtO• quistes C! ml)+HCI IN pH 1.6 C9 mi> a 37QC 

r.c.v. 

5."07 

7.62 

Cuadro ó. INDUCCION "IN VITRO" DE DESENClUISTACION 

DE Giarct.u> lallbl.iJ! EN PORCIENTO• 

TIEMPO n 

10· 10 

15' 

20' 

10 

10 

RANGO 

44 - 48 

27 - 34 

os 

45.8 

31.9 

•4XlO• quistes ( 1 mi 1 +HCl.lN pH O. 5 (Gllftl) a 37QC 

r.c.v. 

3.05 

12.30 



B. DESENQUISTACION DE QUISTES RECIEN EMITIDOS V 
REFRIGERADOS. Cuando la desenquistaci6n se llevó a cabo el 
mismo dla en que los quistes fueron eliminados, se obtuvo un 

desenquistamiento del 38.2/. y cifras ligera~ente superiores 

al se9undo y tercer· dia de re"fri9eraci6n; el porcentaje mis 

alto, del 46.6 1 se alcanzó a las 48 horas de su eliminación 

(cuadro 7>. 

Cuadro 7. EDAD V PORCENTAJE DE DESENQUISTACION DE QUISTES DE 

\'~.i! lamblia REFRIGERADOS 

DIA n RANGO DS 

10 21-51 38.2 :10.95 

2 10 23-51 36.7 :B.47 

3 10 37-53 46.6 :S.83 

4 10 33-51 43.0 :5.0B 

n= nómero X= promedio OS= desviación estandar 
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9. DESENQUISTACION Y MEDIOS DE CULTIVO. Se realizaron 3(1 

ensayos en tres diferentes medios de cultivo para completar 

la desenquistación e iniciar la axenización. 

El primer medio que se probó fue de acuerdo con la 

fórmula del TYI-S sustituyendo la tripticasa y el extracto 

de levadura por la peptona de biotriptasa <PB-Bb-Sl con 

bilis y suero bovinos, todo de fabricación nacional 

(Bioxon). 

mostraron que se podla lograr Los t'esultados 

desenquistación en 

primarios en 12 

sostenidos por dos 

desarrollo disminuyó 

un porcentaje de 27.1, y cultivos 

cepas, con cambio de medio diar•io, 

semanas; después de este tiempo el 

y a pesar del cambia diario de medio, 

finalmente, las cepas se perdieron. 

Al utilizar el medio TYI-S con tripticasa y extracto de 

levaduro9s, sin vitaminas y suplementado con bilis y suero 

bovinos, se logró un 48.41. de desenquistación y se 

a:.:enizaron 20 cepas, mantenidas por ocho semanas. Resultados 

mejores se obtt1vieron con el medio BI-5 que contiene biosate 

suplementado con bilis y suero bovino, al lograr un 49.91. de 

desenquistación y 28 cepas de cultivos axénicos, sostenidos 

1(1 semanas (cuadro 8). 

Cuadro 8. DESENQUISTAC!ON DE Giardi~ .J_;¡mbl ia EN DIFERENTES 

MEDIOS DE CULTIVO 

MEDIO 

PB-Bb-S 

TY-S 

81-S 

n 

30 
30/ 

30 

RAN80 

Í2-32 

41-52 

47-53 

27.1 

48.4 

49,9 

os 

:'.:3.25 

:3.69 

:2.18 

r.c.v. 

11.99 

7.62 

4.36 



10. DESENQUISTACION. La desenquistación completa con la 

liberación de dos trofozo1tos de un quiste inducido, se 

logra en los medios de cultivo a 372. La secuencia en el 

proceso la presentaremos en una serie de imágEnes 

fotográfic:as, que marcan con dEtalle la eclosión de los 

trofozoitos. 

DESENQUISTACION DE CERO A CHICO MINUTOS. Lo primero que se 

observa es el alargamiento en la forma del quiste, seguido 

por una retracción en el contenida al aumentar los e5oacio; 

lacunares, la pared del ouiste se c:onserva i~tacta. El 

contenido citoplasmCltico muestra cuatro n~1cleos y ax·::>nema=. 

Además puede verse una cantidad de quistes sin cambio: 

<figura 3l. 

Fig. 3. QUISTES DE G_._ lªílJblia EN F'ROCESO [•E 
QESENQUISTACION. La imagen izquierda rnuestt-: 
un quiste lntegro, alargadQ, con nocleos <N> 
y restos de disc:o adhesivo <DAJ. A 1 a 
derecha se observa un quiste de contenido 
retra1do, con sistema lac:unar (SLJ. 
Observación en fresc:a. Contraste de fases.1 25(1 :<. 



DESENQUISTACION: CINCO A DIEZ MINUTOS DESPUES DE INDUCIDO 

EL PROCESO. En este período au111enta el alargamiento en las 

quistes hasta 15.0 a 15.7 µ., en algunas, el contenida se 

repliega sabre un extre•a y se observa muy densa, cD<no si 

hubieran aumentada las estructuras en el interior y formada 

una "madeja de flagelos•. Las núcleos se localizan 

polarizados, con endosllffta denso; en el mismo extremo se 

distingue el sistema lacunar (figuras 4A y 4Bl. 

Fig. 4. QUISTE DE §. lamblia EN PROCESO DE 
DESENQUISTACION DE CINCO A DIEZ MINUTOS. 
Al Quiste alargado que muestra en el extrema 
inferior un aumento de estructuras como umadeja 
de flagelas" <l'Fl 
Bl En el extremo superior se observan las núcleos 
polarizados <Nl y el siste•a lacunar <SLl. 
Observaciones en fresca. Contraste de fases. 3500. 
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DESENQUISTAClON: 10 a 15 MINUTOS DESPUES DE INDUCIDO EL 

PROCESO. En este perido se observa que el extremo opuesto a 

la polarización de los núcleos se prolonga en punta, donde 

hay un vaciamiento del contenido y forma una "burbuja" que 

aumenta de tamaña. Esto corresponde a la zona de la 11 madeja 

de flagelos" donde se están formando los flagelos y 

presionando contra la pared del quiste. La "burbuja" 

finalmente se rompe y libera un flagelo que se agita 

vigorosamente, y de inmediato, aparecen de dos a cuatro 

flagelos que se azotan con mucha fuerza. La cromatina 

nuclear se torna fragmentada y los núcleos permanecen 

polarizados (figura 5l. 

Fig. 5. QUISTE DE G_,_ ~-ªmblia EN PROCESO DE 
DESENQUISTACION DE 10 A 15 MINUTOS. Quiste 
completo aumentado de tamaño, con un vaciamiento 
en un extremo formando una 11 burbuja 11 

.. 

Observaciones en fresco. 
Contraste de fases. 1 250 X. 
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DESENQUISTACION: 15 A 20 MINUTOS DESPUES DE INDUCIDO EL 

PROCESO. En este periodo corresponde la salida de los 

trofozo1tos hijos del quiste. En ocasiones la división 

celular se sucede tan rápidamente que los trofozoitos rec:ién 

formados no salen del todo del quiste, y parte de ellos 

queda dentro, distiguiéndose sólo en forma libre los di:c:os 

adhesivos y flagelos. A veces las células hija.s están 

totalmente formadas pero aún permanecen unidas al quiste oor 

la porción terminal. 

Cuando la temperatura de la suspensión entre porta y 

cubre-objeto disminuye, se observa un retre.so en el procesCJ. 

El contenido del quiste Ruede salir c:omo una gran masa 

flagelada, sin división de las c:élulas hijas y p;>rmanei::;,;r 

asi por espacio de varios minutas, y no 

completar la formación de 

etapa la cromatina de 

los trofozoitos 

las c:élulas 

fragmentada y no se localiza cuerpo medial. 

hijos. En esta 

hijas permanece 

Fig 6. QUISTES DE~· ~--ªfllbli~ EN PROCESO DE 
DESENQUISTACION 15 A 20 MINUTOS. En el la~o 
derecho se muestran los trofozo1tos hijos 
parcialmente fuera del quiste, se distinguen 
el disco adhesivo <DA> de uroa de las celulas 
hijas y flagelos <Fl agité.ndose libt'en.er.te. 
A la izquierda se observan quistes completos 
con núcleos <N> condensados y sistema lacunar 
<SU. Observación en fresco. 1 250 X. 



DESENQUISTACION: 20 MINUTOS DESPUES DE INDUCIDO EL F'F:OCES'J. 

En este periodo los troto2oftos logran la eclusi~r. ae;l 

quiste y permanecen 11 en pareja 11 desplazándose l ibr~men':2 :?i~ 

circulo y con gran actividad. En esto se distin9w~~ lo5 

discos adhesivos bien desarrollados y cada trofeizoitc.. t'iijo 

con ocho flagelos. Los trofozot tos están Loni,jos oo:- la 

port.ión terminal, donde no hay uri disco adhesivo (parte del 

canal ventral) y se pueden observar asl hasta di::is htH''¿li:i 

después·de emergidos del quiste;. La cromatina nuclear es d"! 

tipo granuloso y carecen de cuerpo meoial (figura 7Al. Al 

final de la división celular, los trofozo1tos se separan oo~ 

la región terminal del cuerpo y forman un "puent: d= uniJnª 

en el e>:tremo caudal del cuerpo (figura 7Bl. 

Fig. 7. QUISTES DE §.. _l_i!ffil:!_lj_ª EM PROCESO DE 
DESENQUISTACION 20 A 30 MINUTOS 
Al muestra a dos células hijas unidas "en 
pareja 11

, con nó.clecs <N> en posición anterior y 
cromatina fragmentada. Sin cuerpos mediales. 
B> muestra el "puente" <P> que se forma en los 
altimo momentos de la división celular. 
Obaervacion•s en fresco. 1 250 X. 



DESENQUISTACION DESPUES DE 20 MINUTOS. A los 20 minutos 

de:pues de inic:iado el proc:eso de desenquistac:ión los 

trofozo1tos rec:ién ec:losionados se separan y se desplazan en 

forma individual. Miden de 10.5 a 11.0 µm de largo y B.O µm 

de e.nc:ho. Se nota un gran disc:o adhesivo, los oc:ho flagélos, 

los núc:leos y la c:romatina nuc:lear fragmentada., axonemas y 

al\ostilos y c:arec:en de c:uerpo mediaL Pueden enc:ontrarse 

t~ofoza1tos libres c:inc:o o diez minutos después de haber 

sido c:oloc:ados los quistes induc:idos en el medio de c:ultivo, 

o pueden permanec:er en parejas por tiempos muy prolongados 

(figura Bl. 

Fig. B. TROFOZOITO DE@. Jamb!ia RECIEN · 
ECLOSIONADO, se señala el disc:o adhesivo 
tDAl, flagelos <Fl móviles. 1 250 X. 

La desenquistac:ión se ve afec:tada por la temperatura, 

c.: u ando ésta disminuye, el procesa se ve interrumpido en 

alguno de los pasos y puede no c:ompletarse. Cuando se 

detiene eri el momento en que se forma la 11 burbuja 11 se 

enc:uentra una gran c:antidad de quistes c:on vac:iamiento en 

un e>:tremo. Asi mismo puede tardar el proc:eso de la salida 

de los flagelos y en esta etapa se observan "quistes 

flagelados". La disminuc:ión de la temperatura es c:apaz de 

provoc:ar que la división c:elular no se c:onc:luya y haga 

ec:losión una masa flagelada sin diferenc:iac:iOn. 
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11. AXENIZACION Y RESIEl'IBRAS. Se cons ídera que la 

•xen1zac16n de una cmpa •• loc;.ir• cuando el crecí•iento sin 
cont•minación pu•de so•tener&• en 5ubcult1vos cada 72 horas 

con uh inóculo conocido. 

A continuaci6n des9losA1RDs los r••Ultado• de las 300 

muestras de heces con quistes de §. lambliª que fueron 

procesada~ durante el tieMPD de estudio, cuyos resultados se 

obtuvieron •n forma periódica. 

De lati 500 muestras de heces procesadas por el método 

CPS Ferreira 1110, identificadas COMO positivas con quistes 

de ~· ·~~. se ••l•ccianaron 370 1 que a la observación 

microscópica mostraban •••de 1,000 quiste~ por c•MPo. Al 

realizar las cuentas de quistes en c.t.•ara de Neubauer, 220 

de las 370 muestra• de hece~ contenian mis de cuatro 

•illonea de quistes por gramo de heces, y SI! esCOQieron para 

•1 eatudlo. 

La~ 200 induccion•• d• desenquistaci6n s• completaron 

•n tr•• diferent•• mmdios de cultivo, de esta, en 80 ensayos 

nos• ob~uvo dasenqui•tación1 40 .. realizaron en peptona de 

blotriptaaa <PB-Bb-91, 20 en trlptlc&sa y extracto de 

levadura <TYI-SI y 20 •n blosat• (81-S>, todos suplementados 

con bilis y su•ro bovino~•• antibiOtico. En lo• restant•s 

120 ensayos si loor•ron ecloaionar los trofozoitos; 33 

ansayo6 en medio PB-Bb-S, 40 ensayoB en TYI-S y 47 ensayos 

•n BY-S <cuadro 9). 

Cuadro '/, 200 ENSAYOS DE DESENQU!STACION "IN VITAD" DE 
Giardia 1Hblia• 

-----···--- ----------------------------··-------- -------------
NIJIERO DE MEDID DE DESENQUISTACIDN•• 
ENSAYOS CULTIVO (-1 (+I 

-·· .. -- . --·-. -·- ---- - --· ------·-- - --- , - --------- -

73 PB-Bb-S 20.0 /40 16.5 /33 
60 TVl-S 10.0 /20 20.0 /40 
¡,7 BI-S 10.0 120 23.5 /47 

200 40.0 /80 60.0 /120 

• l •l 4 • 10 6• qulst•• + 9 ml de HCl pH 1.6 a 3711C 
•• porcftltaje I nQ .. ro d• •n.,yos. 



Dentro del grupo de los 120 ensayos con desenquistaci6n 

positiva, en 24 casos <12%> el resultada 1ue inferior al 

30'Y., insuficiente para que el c:ult1vo se sostuviera; de 

estos 24 ensayos, 10 fueron aislados en PB-Bb-S, 6 en TYI-5 

y 8 en Bl-S. Las 9b cepas restantes tuvieran porcentajes 

mayores al 30'l. suficiente para sostenet~ un cultivo, dentro 

de este grupo, 23 axenizadas en PD-Bb-S, 34 en TVI-S y 39 en 

Bl-5. En cada uno de los casos se considera que los 

resultados corresponden a la axenizac16n y resieiabras en 

tres medios de cultivo, por lo tanto, se muestran por 

triplicado. 

En el primer periodo, de estabilización de los 

trofozoltos en los medios de cultivo, cor1 recambio cada 24 

horas, el 27.2% de las 9b cepas se contaminaron con 

levaduras, y a pesar del cambio del medio nuevo diariamente 

más 50 microgralftOs de anfotericina B por •ililitro , no se 

recobraron y finalmente, tuvieron que ser desechadas.En este 

lote de cepi\S unas se contaminaban durante el periodo de 

recambio diario y otras en el per1odD de espaciamiento de 

resiembras; sólo se utilizaron los medios PB-Bb-S y TVl-S. 

Las 70 e.epas axenizadas restantes lograron sostenerse 

sin contaminación durante distintos periodos de tieiapo. El 

primer grupo de 22 cepas creció por '2 semanas, dichos 

cultivos primarios no pudieron alcanzar una axen1zación 

sostenida, ni entrar a resiembras cada 72 horas, estos 

cultivos fueron: ocho en PB-Bb-S, ocho en TV-S y seis en 

Bl-5 

En el segundo grupo de 48 cepas se logro pasar de 

recambios cada 24 horas a resiembras cada 7';. horas, con 

inóculos de mililitro de 1011 y 10" de 

trofozoitas; para estas axenizaciones se emplearon 20 en 

TYl-5 y 28 en Bl-5 <cuadro 10>. Todas las 20 cepas 

aisladas en TVI-S crecieron en forma libre sin llegar a 

integrar monacapas, no se conta•inaran y se ••ntuvieron 

durante ocho seeanas, los ca.-bios de fM!dio se realizab~n par 
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c1111trifu9ac16n y conc'"1traci6n Rn •ililitro y trAnsf•rencia 

• un tubo de 16 x 12:1 M can 13 •1 de Mdio di! cultivo 

nu.vo; a p.sar de este trata•iento la sobrev1da de las cmpas 

di549inuyo, y final11Rnte, 11tUrieron. 

cuadro IC'. CRECl111ENTO EN PEDID DE ClLTIVO DE 96 CEPAS 
AXENIZADAS DE Biardi• !_@l!t!_~. 

NUl1ERO DE 
CEPAS 

23 
39 
34 

l'IEDIO DE 
CULTIVO 

P8-llb-S 
TYI-S 
81-5 

15.7/0 
11.5/0 
6.2/2 

B.312 
B.3/2 

29.1/10 
20.B/B 
29.2/12 

• porcentaje / nú11ero de se11anas 

Otro grupo de 28 cepas fueran axenizadas en .. dio 91-S 

y estandarizadas en subcultivos cada 72 horas con inOculos 

de 1 >: 105 y 1 >: 10ª de trofozot tos por ini 1i1 i tro; 15 de 

estas cepas, correspondientes al 53.5 por ciento, sie111Pre 

crecieron en forma libre sin monocapa y las 13 cepas 

restantes (46.51.) hicieron MJnocapa adherida a la pared del 

tubo durante su desarrollo. Nueve de ellas (9/13) formaron 

una •1onocapa 24 horas despu~s de desenquistar y un pequeño 

grupo de cuatro <4113>, lograron integr•r una ntOllocapa, 

después de una semana de recalRbio de medio cada 24 horas y 

en ese momento se procedió al espacia•1ento cada 48 y 72 

horas. 

Las 28 cepas axeniz•das en -.dio 81-S fueron las que 

presentaron un mejor y niayor creci11n1.nto, sostenidas en 

sube: u 1 ti vos por 12 9e9anas. La manipulaciOn en las 

resi~ras ocasionó que el 21.47. (6/28) se cCWlt .. inaran con 

levaduras, el resto d• 22 c..,as C78.6X) crecieran en buenas 

condiciones. 

El taaximo de so.tenimi9flto de los cultivos fu• de 12 

sttManas en fltedio 81-S supl..-ntado con bilis y su•ro bovino 
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antibióticos 

·-ont••inac i6n. 

en re&ielÑ>ras cada 72 horas sin 

En los pri .. ros recantbios cada 24 horas, el Medio d• 

cultivo, •ra i~ualado a la teilperatura de 371ilC antes de ••r 

utilizado; al ••tablecaree las resiet11bras cada 72 horas, el 

medio se dejó a la te•peratura del cuarto estéril. En las 

pocas ocasiQOes en que s• colocaron los medios en baffo f rio 

por cinco minutos, hubo una disminución en el crecimiento de 

los parásitas. 

En el caso de conservar en conQelación, con nitr6geno 

liquida, a tres aislados 11 Ruth 11
, 

11 Lupita 11 y "Franciscoº, que 

presentaron un excelente crecimiento de monocapa, obtenidas 

de niñas asintomiticos de guard•r1a sin embar90, 

parecieran durante el proceso. 

El sostenimiento de las cultivos axénicos se 

interrumpió porque se habtan cumplido los objetivos del 

trabajo y no era costeable mantener por tiempo indefinido 

unas cepas que no tenlan, por el momento, ningún proyecto de 

estudio. 

En 19 cepas de las 22 conservadas por doce semanas en 

81-S, se 

y también 

pretendió espaciar los subcultivos a cada 96 horas 

se utilizó el enfriamiento a 4QC para desprender 

la monocapa; en ninguno de los casos hubo crecimiento y 

finalmente, se sacrificaron. 

Los trofozoltos de cultivos de 12 semanas fueron 

utilizados para frotis y observacione& directas de estudios 

ltOrfométricos, y taMbitn para averiguar el tiempo de 

duplicación de los trofozal tos en cuentas realizadas en 

c•tnara de Neubauer, eStas ·observaciones hacen pensar que el 

tieMPo de generación en nuestro modelo se encuentra entre 10 

y 12 horas. 



J: X• DJ:SCUSJ:ON 

En la actualidad, de las parasitosis intestinales que 

afectan a la población infantil en los niños, es muy 

probable que 

frecuencia. 

la giardiasis ocupe el primer lugar en 

La incidencia de 42.6:'. de quistes de 1,;_,_ .. !am!Ll_!E_1 

reportada en CPS de niños que asisten a la consulta externa 

del Hospital Infantil de México, Federico Gómez, coincide 

con diversos auto res •::z • ..... •?.•a que refieren mayor 

prevalencia en niños que en adultos, destacando los grupos 

prescolares y escolares como los más afectados. 

El alto indice, de.57.6:'., de asintomáticos incluidos en 

este estudio, señala la presencia de este protozoario en 

niños que aparentemente están sanos, pero que tienen una 

talla baja, quizá debido a Ja considerable deficiencia de 

absorción de nutrientes producida por el parásito. 

Dentro del grupo de niños sintomáticos el principal 

s1ntoma corresponde a diarrea crónica de más de 15 dias. '"ª 
La giardiasis en adultos es poco frecuente en nuestro medio; 

en aquellos que la padecen es sintomática, cursa can un 

cuadro cllnko inespeclfico de dolor epigástrico, y Ja 

demostración del parásito requiere en muchas ocasiones de 

sondeo duodena J. 

Los métodos coproparasitoscOpicos siguen siendo los más 

empleados para el diagnóstico de las parasitosis 

intestinales, y 

diagnóstico y 

su selección depende de las necesidades de 

de los recursos con los que se cuente. Los 

métodos de concentración por flotación son considerados como 

Jos de mayor sensibilidad en Ja búsqueda de quistes de 

protozoarios y huevog de helmintos.· 
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El .. todo d• Farra ira, qua incluy• modificaciones 

cuantitativas, ••~ ~• considera el ~As efectivo en el 

diagnOatico gener•l ••• .,.,y permite con alta probabilidad 

d•.astrar la pr•sencia de par•sitos en aquellos casos 

verdaderamente po•itivos. Ad1N1As, con la modificación de uso 

de olucoaa, los quistes se conservan viables para continuar 

al proca•o. 

Al considarar el valor de significación menor del 57. 

en el uso de la técnica de concentración por gradiente 

simpls de sacarosa, •o se seleccionó esta con el objeto de 

••parar una gran cantidad quistes. 

De acuerdo con atounow autor&s aqo el sulfato de zinc 

perMit• una concantraci6n mayor de quistes que la glucosa. 

Sin eMbargo, en nuestra experiencia as1 ca.o en la de otros 

autores, éste al cristalizarse, destruye los quistes, en 

tanto que la glucos• los conserva •n forma viable e integra • .. 
Los trabajos de TOfftbes en 1'1/9 49 evidenciaron quistes 

de gran flexibilidad que pueden tomar formas cuboides y 

elípticas. mientras que otros autores afirman que todos los 

quistes son eltpticos y las deformidades 

probablemente, al procesamiento. En este 

observaciones de quistes recién eliminados y 

concentrados con sacarosa, per•ite verlos 

se deben, 

e9tudio las 

que fueron 

con gran 

flexibilidad, en formas cuboide, esférica, oval y el iptica. 

Un reporte anterior, del mismo laboratorio donde se 

realizo este trabajo, determino en la cuantificacion de 

quistes de 

20 111llon"s 

ciento de 

millones de 

150 niños con ~. 1-ª-.•Q.i..!...o? cuentas entre 10 mi 1 y 

de quistes par gra110 de heces; el 71.8 por 

los pacientes estudiados expulsaba menos de 4 

quistes por 9raMO de heces, y la m1noria. 28.21.. 

eMpul•aba •AB dw 4 mil lene~. 

En nuestro Qrupo de estudio el 54X de los niños 

anal Izados p,.....,t6 cuenta• -yorvt1 a los 4 •ilion .. , sin 

ellbarQo ge dMle considerar qu• la 1auestr• fu• ul.ccionada 

d• acu•rdo a los obJ•tivos d•l estudio por lo qu• no .., 
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considera esta 

cuenta •.i.s 

correspondió a 

co•o representativa de la población. La 

elevada de quistes no necesariamente 

niRos sintomAticos, pero sl el mayor 

porcentaje de niños con cuentas altas padecia por lo menos 

uno o dos stntomas de los atribuibles a la giardiasis. 

Uno de los mayores probleiaas que se presentan en el 

manejo de los cultivos axénicos, es la facilidad con que los 

medios enriquecidos se contam1nan ~en enterobacterias y 

levaduras. En nuestra modela de trabaJo, un punto cr1tu:o er, 

la axenizaci6n, fue purificar los quistes separados de las 

heces, que contienen grandes cantidades de bacterias de la 

flora normal o patógena; por esta razón desde el método de 

separación y concentración utilizamos una solución salina 

con antibióticos con el propósito de obtener quiste libres 

de contaminantes y mantenerlos viables. 

Existe sólo un reporte en donde se menciona :ao• que 

una combinación de mlcostatin, t;,ient.amicina, kanamicina, 

penicilina y estreptomicina es útil para la purificación y 

axen1zaci6n. 

En este estudia el usa d2 una combi'"lación de 

antibióticos contra Gram (+) y <-J y hongos, en los primeros 

pasos de la concentración y tamb1er en ur;ei serie de lavddos, 

antes de inducir la desenquistac1on e inocular los medios 

de cultiva, dio e:-:~elentes resúltado~. Esta estrategia 

permitió la eliminación de contaminante~ antes de iniciar 

los cultivos y evito asl un crec1miento masivo de estos en 

los medios en los que crec1eron los oarasitos. 

En relación a la viabil1dad de los quistes está 

dell\Ostrado que las heces manten1das en refru;,erac:i6n a 4QC 

no dañan la integridad } viab1l1dad de los quistPs. 

Considerando esto se pudieron conservar las mu@stras de 24 a 

48 horas hasta su proresam1ento sin que tuvieran 

alteraciones en los quistes. 

8in9ha1a • 0 ha SUQerido que se requieren de do!i a siete 

dlas de 1taduraci6n .antes de la d@senqu1st•ci6n; otros 

•utar.. ~-- ••rearen un tiempo de raaduraciOn da una semana, 



Y •sto~ mts~as autures. en 1984, realizaron 

d•••nquistaciOn sabre quistes a la primera y s119unda ~ara 

de ser elleinados. 

En los ttnSAYD• con quistas mant•nida. a 4g hubo un 

eayar parc•ntaJe de de•mnquistaci6n que en aquellos 

cons•rvados por 48 hor••· Sin embargo !le obtuvieron cifras 

considerables, del 38.2X en quistes reci~ eliminados, lo 

cual es suficiente para llevar a c•bo una tr•n•~isi6n 

directa, sobre todo en lugar•s hacinado~, como QUard•rlas, 

donde ad•mls puede haber malo• hAbitas higi•nicas. 

Diversos métodos ut111~ados para d•terminar viabilidad 

de quistes ., ... 0 •·••
3 reportan porcentajes hasta en 80 y 90 

por ciento. En el caso de este estudio llamó la at1tnciOn que 

Be encoñtrar• un porcentaje del 75 A 76 de quistes viables, 

y un ?4 a 25i~ no ..-tables en loa reci6n •l iminados y en los 

concentrados con gradient• !lintple da sacarosa. Los 

r•sultados muestran que el proc•sa de concentración por 

gradiente simµle no modifica la viabilidad y que 

probabl1H1enta, el porcent•je obtmnido en este estudio, se• 
una caractar1stica da Giardi• l•llbli~ ttn nilk>s. 

Estudio• 9Dbre viabilidad de quiat•• de§. ~i• can 

colorantes f luorao..,icos • 2 an los cuales se sep•r•n quistes 

FDA (-t·) vi•ble~, •• pudo oba•rvar un espacio entre el 

citoplasma y la parwd, con Qrupos de flao•los en un extremo. 

Los quiste~ PI (+> ,na viables, mostraron núcleos bien 

definidos, axonemas y •lamentos curvados del disco adhesivo, 

sin presentar espacio lacunar. Sin embargo, en nuestras 

ob••rvacione& id•ntificamos un orupo de quistes na viables 

(13.4 a 14.07.) con poco eapacio lacunar, el citoplasma 

retraldo, núcleos y a><onemas bien definidos¡ y otro grupo 

(10.0 a ll.5X> d•nCH111inado 11 qui•t1ts fantas11as" • 0 con el 

cantmn•da citap!Aseico retralda, . sin 1110rfolagia 

interna, qu• pulPde confundir•• con otras eatructur••· 

La au .. ncia de •qutsttts fant•B•••" an lafi observac1on•s 

d• Schupp •• pumd9" d9b•rs• a qu• fu•ran r•alizadas en 

qui•t•a d• G. 111.t:Ji y ••t• ••tudia •• hizo can quist•s d• §... 
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~llbli•. Asi estas caracteristicas podrian ser un c•rAct•r 

dlf•renci•l d• e"flmcl•. 

La inducción 11 in vitro" sólo tiene éxito sobre quistes 

••duros tetranucle•dos; en nuestras observaciones esto 

ocurrió en 97.tX de quistes tetranucleados en nwestras de 

heces reci•n eli~inadas, que sugiere la presencia de una 

mayoria de quistes maduros. 

Las condiciones de inducción "in vitro 11 de 

desenquistaci6n son similares a las que ocurren en el 

estómago del hofftbre, con un pH 1.5 - 2.5; •• sobr• estas 

bases los primeros ensayos experim•ntales "in vitre" 

demostraron que la inducción es ácido dependient• • 0 y que 

requiere de una solución con pH entre 1.0 y 2.0; estos 

trabajos determinaron varios pasos en el proc•so: 1) 

concentracion de quistes, 2) solución inductora a pH Acido 1 

3) lavados con solución neutra, 4> inocul•ción en ...clics de 
cultivo. ' 1117 , ,_. 1•0. a1.1. 

En el .adelo de trabajo propuesto en este estudio la 

solución inductora es de f~cil preparación a base de HC1 1 

diluido en •gua desionizada inyectable para obtener un pH 

1.b; la preparación de esta es Más sencilla que las 

reportadas • 0
,•-, 2 1.1. que emple•n una solución de Hanks, 

HCl, pepsina o bicarbonato de sodio. ••0 

Con el objeto de neutralizar los quistes después de la 

inducción de desenquistación éstos se lavaron con solución 

salina mas antibióticos, m~todo más simple que el de 

solución Tyrode. ••0 

Las condiciones de inducción de desenquistamiento 

para g_.!.. ffi.Yris difieren considerablemente de las empleadas 

para ~ _l_atat>!j_~. En el caso de quistes obtenidos de ratones 

se requiere de una solución can potencial de ó~:ido-reducCión 

<Ehl +120 mV porque si se inducen b•jo las mismas 

condiciones que ~ laM>lia, sólo se obtiene un 5"Y. de 

desenquistaci6n. Este podria ser un c•rActer 

diferencial importante entre las dos especies de Giardi•, lo 

cu•l ~oy•rl• •l concepto de que la •specle de~ .... l..,blia 
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del humana y l• de ... lfe~oa inferiores es 1• aisaa, pero no 

serla un car .. c-t•r difer8flci•l d• c11f>11s entre las aisladas en 

las distintas AMl!!as 91K>QrAf icas. 

El porcentaje de d...,.quistaci6n varla de un donador a 

otro 40
• y aun puede t.ner dif•rencias en el •istlO 

individuo¡ en este estudio abservaMOs que el número de 

quistes expuls•dos por un individuo no es regular, y se 

su9iere que el porcentaje de desenquistación está mAs 

relacionado coo el nú .. ro de qui•tes que con •l origen de 

los •i&IM)S. 

Al9unos estudios proponen que hay de 90 a 921. de 

desenquistacion en pacientes sintotnAticos y un 42% en 

asintom~ticos. ••• Los resultados de la ·desenquistacion 

emple•ndo quistws aislad09 de niños •intOMátic.as y 

asintaMáticos en nuestro estudio. señalaron que el •axi1KJ 

porcentaje fue 

gu&rderta y en 

correspondieron a 

t•.t>ién concuerda 

dsl 53Y. de una niffa asintOlll~tica de 

general, la ••yor1a de los aisl•dos 

niños asinta.Aticos. Probable-.ente esto 

con que la •ayoria de los niños 

giArdtAsícos son asintoaatíco•. 

De manera siMil•r a otros reportes • 0 ,••• observatl\05 

que la desenquistac16n se inicia en un extrll'tlfo del quiste, 

este se alarga y las estructuras en el interior aumentan. 

Pt!ro el •ic:rosc.opio de luz con iluminación de Kcller y de 

contraste de fases, no permite distinguir cuAl es el polo de 

eclosión, o si e~iste algún micrOpilo o sitio de salida, 

c:oiao ta1npoco ha sido visto en la microscopia electrónica., •• 

Se9ún nuestras observaciones, probablttt11ente los 

flagelos son los pri .. ro6 en tor•arse en l•s células hijas, 

se encuentran COfaCI una "aadeJa 11 en un eKtremo y presionan 

sobre la pared hasta fo,.....r una uburbuja 11 que a~ta de 

taaallo y se rOOIPI! para liberarlos 

Lo que se ab .. rva al inicio d•l proc..o, tr!i una 

clara polarización de 1..- nüclllDs.y en la parte opu .. ta, se 



ubic•n los fla9elos; este polo será el punto de sAlida de 

l•s c61ul•s hij•~. 

En este •odelo no se observaron caracterfsticas en el 

borde de inicio de eclosión~ cOfftO las •icroest•rulas 

d•scritas por Buchel, ~-- quizá esto se deba al hecho de 

que nuestras observaciones se llevaron il cabo con 

111icroscoplil de luz y con un s1ste•• de contraste de fases. 

Al9unas descripciones •••·••7 señalan la eclosión de 

una ~asa flaQelada que, fuera del quiste, inicia la 

citoquinesis para la formación de las dos c61ulas hijas. En 

nuestro modelo la división de los trofozof tos comienza 

dentro del quiste y sus estructuras estan bien difer•nciadas 

al salir de éste. Asimismo observamos que en estas etapas 

los dos trofozo1tos libres pueden tener un extremo todavid 

unido al quiste. 

EstA descrito que la temperatura es un factor primordial 

para inducir desenquistación, as1 todas las soluciones y 

~edíos de cultivo deben estar a una telftPeratura de 37QC 

antes de ser utilizadas 1 y el mismo proceso debe sucederse 

a 37 QC, en e&to concuerdan tanto los estudios con cepas de 

§_ • .!i!Mbli" coma aquellos que emplean a~. •~Y.ris. 

En las condiciones del ensayo a temperatura constante 

de 37QC la diferenciación se lleva a cabo en unos cuantos 

1ninutos y dentro del quiste. Sin embargo cuando la 

temperatura disminuye, el proceso se detiene y podemos 

encontrar "masas flageladas" que pueden permanecer as1 

varias horas sin que se formen las células hijas. 

Las diferencias que encontramos con respecto a otros 

trabajos ••7 ·•- que señalan que la división de las células 

hijas se realiza fuera del Quiste, probablentente se deban a 

que el mat•rial se fija para estudio de microscopía 

electrónica, •ientras que nuestros ensayos se hacen en 

fresco y en vivo. 

Despu•s de la división, las c6lul•• hijas perm•necen 

unid•• hasta por dos horas, con un citopla!ilna continuo .,,tre 

los dos trotozoftos, que se s-i>aran por ~tira•ienta, 
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formando un "puiPnte" entre ellos. Los trofozottos reci6n 

•closion•dos midttn 10.5 • 11.0 ua de largo y e.o u. de 

:ancho, carecen de cuerpo medial y la cromatina nuclear estA 

fr·•gntentada; doce horas despu~s de su sal lda del quiste, 

alcanzan las dilM!nsiones de 12.0 a 14.0 um de largo y 7.0 a 

9.0 um de ancho, la cro~atina nuclear se ha condensado .,, un 

endosoma central y puede o no presentar cuerpo medial. 

Cuando los quistes inducidos se colocaron en el medio 

de cultive, a los cinco •inutos, se observaron trofozottos 

libres e independientes, ~ientras que en las preparaciones 

entre porta y cubre objetos, se detectan trofozo1tos unidos 

en pureja y la eclosión puede retardarse hasta 30 eunutas. 

A medida que ~voluciona la formación de las células 

hijas en el interior del quiste, la cro•atina nuclear se 

~edifica, con el propósito de observar los cambios sufridos 

durarite la desenquistactón se detuvo el proc~so en 

intervalos de varios minutos y se tiñó can diversos 

color·ant.e5, en preparaciones en fresco o permanentes, as! 

pudimos identificar en los quistes inducidos los cuatro 

'lúcleos con endosoma central y polarizados en un extremo, 

cuando se terma la burbuja y los nuevos flagelos emergen en 

un polo, In cromatina del endosoma se fragmenta y se observa 

difusa en el nucleo, con localización polarizada. Observamos 

además que en los trofozoftos recién formados que no 

abandonñn del todo el quiste, Ja cromat1na de los núcleos 

esf;ts fragmentada y así permanece aun en los trofozo! tos er. 

pat·eja y· en los libres; nuestras observaciones permiten 

suponer que la cr·omatina nuclear se fragmenta en el momento 

que se forman los trofozo1tos hijos dentro del quiste. 

Estas observaciones no han sido descritas con 

anterioridad y considerando esto se propone que los 

trofozo1tos eclosionan prillM!ro del extrelkl posterior del 

cuerpo, con la salida de los fl•gelos caud•les, V&fltrales y 

laterales, y lo óltit1a en ••erger es la porción anterior 

qu• contiene los núcleos. 
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El til!illpD de desenquislac10n estimado por Bingha• • 0 es 

de 5 a 20 •inutos y el estiaado por otros autores, de 6 a 48 

horas. •90 En nuestra exp•riencia, después de 5 minutos de 

colocar los quistes inducidos en los medios de cLI:ltivo, se 

ven trofozottos libres. En el caso de observaciones entre el · 

porta y cubre objeto el proceso parece llevar más tiempo. 

En este estudio el proceso de desenquistac1on que emplea una 

técnica rápida, cuya durac.i6n, menor de una hora entre la 

incubación en la solución inductora, los lavados con 

solución salina mas antibióticos, y la incubación de quistes 

en el medio de cultivo permitió obtener un 60% de 

desenquistamiento, cifra muy similar o ligeramente 

inferior a la obtenido por otros investigadores 2 i. s • t.•7 .:17 

que corresponde al promedio general reportado en varios 

ensayos, sin eMbargo en los últimos procedimientos el 

resultado llegó a ser del 90%. 

Uno de los objetivos era el logrdf' cultivos axénicos de 

aislados de ~· lamblia que pudieran mantenPrse por tiempos 

prolongados y sirvieran como base pard estudios posteriores, 

para este propósito se prestó atenciOn en la vigilc.ncia y el 

sostenimiento de los cultivos4 

En la mitad de los casos con desenqui~tación superio1· 

al 30Y., obtuvimos cultivos durante 8 semanas ; 28 cepas 

sobrevivieron 10 semanas y el resto <2'.2: cepas l se sostuv·o 

durante 12 semanas. 

Pocos repot'tes de cultivos axén1cas mencionan el 

porcentaJe de éxito e11 la axenización en relaciOn con el 

nú.11ero de ensayos, tampoco señalan el porcentaJe que forma 

monocapa o permanece libre, sólo encontramos referencias del 

tiempo que se sostuvo una cepa determinada. 

Las condiciones de laboratorio que deben tomarse en 

cuenta para la axenizaci6n sostenida, son muy diversas, 

segón las opiniones de varios autores. Para Gillin, 209 el 

cr&ci•iento de la cepa depende ~As del tipo de medio de 

cultivo que del porcantaje de des~nquistación o viabilid•d 
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de los quisttn;; t:asprkard "" • propone que el creci•iento se 

ve favorecido con un bu•n d••a~rollo en tn9dio TPS-1 y con 
pobre c:rec:lmlento en TVl-5. No•!ltros resultados también 

varlan de acuerdo con l!l tlpo d• -.:lio utilizado: el PB-llb-S 

perniitió el desarrollo de cultivos pritt1••~íos durante dos 

semanas; en el medio TVl-S cr•c1eron 3q cepas, de las 

cuales, el SL=:!X (20/391 •e Mantuvittron por ocho s•manas, y 

el mayot' é~ito, de 64.7% t22/34>. sostenido por\: se"'anas, 

•e obtuvo en el mad10 BI-S. 

El crecimiento de~~ la.Cli• vn cult1vo, en su mayor1a, 

tiende a formar monocapa =-0 • quei puede presentarse a las ::!4 

horas de tnocul.ados en el m~dio, o req1,..1er1r de 19 a :;.i dias 

en _formarsp. :u' Nuestr·as observac.1ones mostraran que de las 

c:epa.s il~:en1z¿.¡,aai: 1 un 197. de los trofozo1tos forman monocapa 

e~ medio BI-5 a la~ 24 horas de incubación . 

Ot1·0 grupa, mucho mas numeroso, del 81 ~~, se desarr·ol la 

en forma libr~, en -&u mayoría ne llega a formar monocapa ni 

en tt·1pticasa CH en biosate ¡ decre-c.e fd.c1lmente; el 10 Z de 

esta población forma monocapa adherida al tubo tardiamente, 

sólo en Bl-S. 

Invest1_9adores que trabajan la a.xenización como rut1n~ 

tuvieron en sus inicios un f!o>:1 to del 7%, \¡<.Je fue Superado 

posteriormente con logros del 31.87. y 47.7% ~ii. 

La e>;perien(.ia nos pet"'nlite a.firmar que la práctica y 

c:onocinuento dP la desenqu1stac:ión y axen1zacion pueden 

aumentar. el porcentaje de éi<ito en relaci6ri t:;)n el inic.10 de 

los ensayos; as1, se utilizarian en forma rutinaria pa1·a 

obtener producciones masiva!> de trofozoi to::. de l_~JA.t.P.i§! 

}-ªf!lY.!..!i!· 
La desenqu15taci6n es un instrumento de trabajo que 

puede ser empleado para conocer la v1abil1dad de los 
• quistes, la capacidad infectante, la longevidad, la 

efectividad de desinfectantr.. y f6N1acos sobre los quistes. 

Los detalles 9f"1 el pr~eso de desenqu1st•ci6n podrian 

servir para acapliar los canoci•ientos que '6Qbre la biologla 
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de (i. _la~J~ se tienen y podrian ser utilizados cacao 

criterios de clasificación taxonómica. 

Actualmente se conocen los pasos en el proceso de 

desenquistación y se controlan los factores extrínsecos que 

inducen el fenómeno, pero se desconoce la b1olo9la molecular 

de la citoquinesis, s1 e~iste un fenómeno enzimático y 

cuA}e$ son las acciones sobre la pared qu1st1ca para romper 

y .sal ir. 
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/ 
X. CONCLUSIONES 

1. En el procesa de recuperación de quistes a partir 

de individuos parasitados con G. lamblia, la mayor 

concentración se obtien·~ a través de gradiente 

simple de sacarosa. 

2. La eliminación de microorganismos contaminantes en 

las muestras de quistes se logró empleando 

una combinación de antibióticos para purificar 

quistes consistente en penicilina, estreptomicina, 

gentamicina y anfotericina B, en solución salina. 

3. El 97.1/. de los quistes recién eliminados son 

tetranucleados. 

4. Se encontró que la viabilidad de los quistes recién 

eliminados y de los concentrados con sacarosa, esta 

entre 75 y 761.. 

5. El mayor porcentaje de desenquistación se obtiene 

con solución inductora a base de HCl en agua 

desionizada inyectable a un pH 1.6. 

6. El proceso de inducción y desenquistación 

requirió de una temperatura de 37QC. 

7. La desenquistación en medio de cultivo ocurrió 

en los primeros 5 minutos después de la 

inducción de los quistes, observándose 

trofazoitos libres. 

8. Cuando el proceso de desenquistación entre porta y 

cubre-objeto tuvo una duración de 30 minutos. 

9. Los trofozoftos hijos se forman dentro del quiste 

y se 1 iberan por un extremo. 

10. La formación de los trofozol tos hijos dentro del 

quiste se observa can la fragmentación de la 

cromatina nuclear. 
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11. Los·trofozoltos rKién eclosionados miden de 10.5 

a 11.0 u~ de largo por 80 uin de Ancho sin cuerpo 

~dial y con.croinatina nuclear fragmentada. 

12. Los subcultivos de los trofozoltos aislados se 

pudieron mantener .ediante resia.bras cada 72 

horas e inocules de 1 x 10 s. 

13. La aaayor parte de los aislados crecLeron en forma 

libre, mientras que la minarla lo hizo en monocapa 

14 •. Las n.onocapas de trofozoltos adheridas al tubo se 

obtienen preferencialmente en atedio de biosate. 

15. Las diversas modificaciones realizadas durante el 

presente trabajo permitieron a~pliar la experiencia 

en el proceso de desenquistaci6n 1 el cual presentó 

altos rendimientos en sus últimas etapas. 



X :r - RESUMEN 

Varios trabajos sugieren que la giardiasis infantil en 

México presenta diferencias clínicas y epidemiológicas de la 

de otros paises del mundo. Para conocer si éstas se derivan 

del parásito, es indispensable contar con cultivos axénicos 

de ij. 1-ª!n!tt.!E:. obtenidos de niños mexicanos. 

En este trabajo se estableció una metodología rápida y 

fácil para inducir desenquistac:ión "in vitre" y obtener 

tt'ofo:zattos para iniciar cultivos axénic:os. Se obtuvieron 

quistes a partir de nuestras heces mediante concentración en 

gradiente simple qe sacarosa y purificación con solución 

salina y antibióticos • La desenquistación de logró con el 

empleo de una solución inductora de HCl con pH 1. 6 e 

incubación· a 37QC durante 40 minutos, en 200 ensayos se 

logró un·,60% de desenquistación. 

La liberación de los trofozoltos a partir de quistes 

inducidos se llevó a cabo en tres medios de.cultivo: peptona 

de biotriptasa IPB-Bb-S), tripticasa y extracto de levaduras 

ITYI-S) y biosate IBI-Sl, todas complementadas con bilis y 

sue1~0 bovino y ant~biótico~, con un porcentaje de éxito de 

27.1, 48.4 y 49.9% 1 respectivamente. 

En el análisis microfotográfico de desenquistación se 

observa que· se inicia con la retracción del contenido del 

quiste y el alargamiento de este, polarización de núcleos 

con cromatina densa y formación de "madeja de flagelos" en 

el entremo opuesto. Los flagelos p~esiónan la pared del 

quiste y originan una "bLCrbuja" en un polo, que! de inmediato 

se rompe y los libera. Dentro del quiste se originan los 
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trofozoitos hijos con cr09atina fragmentada y eclosionan 

por un extNHM>, unidos en "piareja 11
• 

El proceso de eclosión duró cinco minutos en el tubo 

de medio de cultivo y se alarga de 20 a 30 minutos en la 

preparación en fresco al microscopio. 

Los trofozoitos recién eclosionados miden de 10.5 a 

11.0 um de largo y B.O de ancho, presentan cromatina nuclear 

fragmentada y carecen de cue1~po medial. El mantenimiento de 

trofozo1tos aislados se logró empleando tres medios:PB-Bb-5 1 

TVl-5 y B!-5. 

En el •edio PB-Bb-S el desarrollo de cultivos primarios 

se logró durante dos semanas, con cambio diario de medio de 

cultivo. En el medio TVI-S crecieron 39 cepas y el 5t.2i 

(20/39), durante ocho semanas. El mayor y mejor 

sostenimiento fue en el medio BI-S, de un total de 34 cepas, 

el 64.77. creció en subcultivos con recambio de medio cada 72 

horas durante 12 semanas. 

Los ensayos realizados con 

ampliar la experiencia en 

este modelo 

el manejo del 

permitieron 

método de 

desenquistación, el cual presentó altos rendimientos en la 

fase final de este trabajo. 



XII.APENDICE TECNICO 

1. COF'F:GF'ARAS ITOSCOP 1 CD ! CF'S 1 FERF\E 1 RA 1: 1 O 

- Fe2ar 5 9 de materia Tec:al en un frasco de cristal 
de capacidad de 101) ml. 

- Agregar 45 ml de formol al 2i'. y homogeneizar con una 
varilla de vidrio. 

- Colar la suspens1on a un tubo di: poliuretano de 25 x 
11)1_1 mm y volumen de 51) ml, sobre un embudo con mal la 
da et! a.mbre. 

- Cent1·1fugar a 7(·0 Xg durante un minuto. 
- De~a.ntar· el scbrenadante y agr~gar 10 ml de solucion 

de su.lfato de ::inc ccn densidad de 1.209 baume y 
agitar el sedimento con una var1 l la de .¡idrio; 
retirar la varillu y i:oloc.;\r la "campana de Ferreira" 
y completar el llenado del tubo con sulfato de 2inc 
hasta el borde. 

- Centt· i ft19ar a 71)0 Xg durante t...n minuto. 
- Retirar el tubo de la cetr1fuga y coloca1·lo en una 

gradi 11.a. 
- F'resionar la banda de hule de 1,,.. "ca'npana" entre el 

pulgAr y el indice. e invP1~t1~ la ''campana'' sob1·e un 
po1·ta-abjeto, agregar· una gota de lugol. colocar un 
cubre-ob Jeto • 

., CF'S FEPREIPA 1:1) CON GLUCOSA 

-· F·esar 5 y de materia fec.o-.1 en un frasco de cristal 
de capacidad de 100 ml. 

- Agregar 45 ml de solución salina con antibiOtico y 
homogenei:ar con una varilla de vidrio. 

- Colar la suspens1on a un tubo de pol iuretar.o de 25 
100 mm y volumen de 50 ml, sobre un embudo con malla 
de alambre y gasa. 

- Centrifugar a 701) Xg durante un minuto~ 
- Decantar el sobrenadante y agregat· 10 ml de soluc1on 

de glltcosa con densidad de 1.199 bctumi;. y a9:.t.Jr el 
sedimento con una varilla de vidrio, retirar la 
varilla de vidr1~ y colocar la ''campana de Ferreira'', 
completar el llenado del tubo hasta el borde con 
solucion de glucosa. 

- Centrifugar a 700 1g durante un minuta. 



- fieti1·ar el ~ubo de l~ centr1fu9a y cclccarlo en una 
gradilla. 

- fre~1ona1· la bandd de hule de la ''campana'' entre el 
pulgar y el lndtce e invertir la ''campana'' sobre un 
embudo ccn paoel f 11 trc. en un tubc de ensaye de 1 ':· x 
100 mm y agregar 5 ml de saluc1on salina con 
ant1biot1cos. 

- Centrifugar a 600 Xg dur·antr·e cinco m~nutos, retirar 
el sobrenadante. 

- Repet1r la centrifugación con solucion salina con 
ant1biót1cos y dej~1· en un ~~lumen de un mililitro. 

,, GRAD!!':NTE SIMFLE DE SACAROSA 

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

- Agregar 45 ml de solución salina can antibiótico y 
homogeneizar con una var1lla de vidrio. 

- Colar la suspensión a un tubo de poliuretano de 25 x 
11)(1 mm sobre un embudo con ma 11 .. , de alambre y gasa. 

- Centt' i fugar a 7(11) Xg durante un minuto. 
- Decantar· el sobrenadan te y real l zar dos lavados con 

solucion salina con antibiot1co. 
- Colocar en un tubo cónico de pla.st1co con tapón de 

rosc:a tres mililitros de solucion de sacarosa 0.85M. 
- Agregar cinco mililitros de suspensión de heces, 

deslizando por las paredes. 
- Centrifugar en ft•\o a 4QC a 600Xg durante 10 minutos. 
- Retir"ar con pipeta Pasteur la segunda interfase que 

contiene los quistes y colocarlos en un tubo cónico 
graduado de cristal de 15 ml y agregar 5 ml de 
solución salina con antibiótico. 

- Centrifugar a 600 Xg durante cinco minutos. 
- Realizar dos lavados con solución salina con 

antibióticos, para retirar el e>:ceso de sacarosa y 
dejar un volumen final de 1 ml. 

- Realizar el mismo proce-=:o para obtenet' finalmente 
varias altcuotas de qu1Stes con 1 ml cada una. 

4. CUANT!FICACION DE QUISTES 

- Conteo en c:Amara de Neubauer. 
- Tomar con la pipeta de Thoma ha~ta 0.5 ml del paquete 

de concentrado de quistes. 
- Llenar a 11 con solución salinA (d1lucion l:~O>, 

agitar durante un minuto. 
- Tirar las dos primeras gotas, y la tercera y cuarta 

colocarlas en ambos extr-emos de la cámara, entre el 
cubre-objeto y la cámara. 

- Contar los qui"'stes contenidos en los cuatro extremos 
de la cuadricula. 

- Multiplicar por 50 pard obtener el número de quistes 



por mm::i:. 
Multi.pl1ca.r por 100(1 para obt:erier el número de 
quistes par mililitrc. 

- Reali:ar la cuenta en ambos extremos de la c:é.mat"a y 
promediar. 

- Preparar varios ínoculos con 4 ;: 10• quistes/ml 
cada uno. 

~· SOLUC!ON CON ANTIB!OT!CO PARA PURIFICAR QUISTES 

- Preparar ll.. di:! solucion salina isotonica y 
este1 .. 1 l t=o1-. 

- A~reyar lg de estreptomicina 5 (sector salud) y 
un millón de unidades de penicilina G sOdica 
(Pisa>. 

Preparar ll de una solución salina isotónica y 
esterili:ar. 

- AQre9ar 1Q de Estreptomicina, un millón de 
unidades de penicilina y tr;() mq de ketocona:ol. 

- P~epar·ar 11 de solución salina isoton1ca y 
esterilizar. 

- A9re\¡ar 1g de estr·eptomic ina, un millón de 
unidades de penicilina y 100 mg de netrom1cina. 

ó, SOLUCION CON ANTIB!OT!COS, OPTIMA PARA PURIFICAR QUISTES 

- Pr~eparar lL de solución salina isotonica y 
esterilizar;-

- Ag1~e9ar 1g de estreptomicina, un millón de 
unidades de ·penicilinn, 100 mg de gentamicina y 
50 m9 de anfotericina e. 

7. CONTEO DE NUCLEOS 

- Tomar una gota de los paquetes de qu1stes obtenidos 
por gradiente y colocarlos en un porta-obJeto. 

- Agregar una gota de colorante de azul de al9odón 
<azul de anilina) al 1%, colocar un cubre-objeto. 

- Observar al microscopio con objetivo tOOx y reali:a1· 
una cuenta diferencial de 100 quistes, con dos o 
cuatro núcleos. 

- Promediar la cuenta de cinco lecturas. 
- Reportar porcentüJes de quistes bi y tetranuceladcs. 

8. TINC!ON EN FRESCO ~~ WU!STES CON EOSINA V 

- Tomar una porción de heces con quistes recién 
eliminados. una gota de los paquete5 de quistes 



obt.enidos por Qr•diente y unA gota de los paquetes de 
quis.tes purificados, coloc•rlos por separado en un 
port;a-abj•to. 

- Agregar una gata de eosina Y al !Y., colocar un cubre
objeto. 

- Observar al ~icroscopio con objetiva de 100x y 
realizar una cu90ta difer9ncial de 100 quistes, entre 
los t•ffidos de rOJo y las que permanecen sin 
coloraciOn. 

- Promedi•r la cuenta de cinco lecturas. 
- Rvportar porcent•jes de quistes viables (sin teñir) 

y no viables (teñidos de rojo). 

9. INDUCCION DE DESENQIJISTACION "IN VITRO" 

- Pf'epar•r en concentraciones de lN, O.SN y 0.1N, HCl 
<ácido clorhldrico> con pureza del 367.. 

- Emplear agua corriente, destilada, bidestilada, 
desionizad• y desionizada iny1tetable. 

- Medir en potenciómetro el pH da la solución 

Solución Optima para desenquistaci6n: 
- HCI (pur•z• del 3b'l.l--------- 7.0 mi 
- agua d•sioniz•da inyRCtable <Pisa) a 1 1 
- ajustar estrict••ente en el potenciólH!tro a pH 1.6 

l19todolo9la de Inducción: 
- Colocar en la estufa a 379C la solución de HCl, la 

solución ••lin• con antibióticos, tubos con 7 y 13 ml 
de medio de cultivo y l• suspensión de quistes, 
esperar a que tOMen la temper•tw~a de 17Q. 

- l'font•r varios tubos en una relación 1:10, de 1 ml 
con 4 " IOb• de quiste& •As 9 •l de 
solución d• HCI. 

- Agitar e incubar a 37QC durante 40 minutos. 
- C•ntrifugar a 650 Xg durante cinco minutos. 
- Rlttirar el sobr•n•dante con pipeta Pastet1r y realizar 

dos lavados con solución salina con antibiótico. 
- Dejar 2 tubos de 13 ~ 75 m~ con una suspensión final 

de0.5ml. 
- Dejar •n tubos de 13 x 75 ,,.. una 

suspensión final d• 1 ml •. 

10. ~EDIO DE CULTIVO TVI-S 

tr!pt!casa-----------------------------
••tracto d• l•vadura-------------------
Q lucosa-----------------------------~-
cloruro d• eodio-------------~--------
L- ci•t•ina----------------------------
Acido AllCórbico-------------~--------
fosfato d• potaeio llOl'lab6eico---------
foefato d• potaeio dib6•ico------------

2 g 
l 9 
l Q 

0.2 g 
0.2 g 

0.02 Q 
O.Ob Q 
0.1 Q 
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bilis bovina--------------------------
c:itrato férrico de amonio-------------
agua bidestilada----------------------
penicilina G sódica------------------
estreptomic:ina "S"--------------------
suero bovino descomplementado----------

- Ajustar el pH a 6.8 - 6.9 con NaOH IN 

0.1 
0.0023 
100 
25,00(1 
(1.(125 
10 

g 
g 

ml 
u 
g 

mi 

- Prefiltrar en filtro de porcelana con papel filtro 
Watman No. 1 

- Pref i l trar con membrana AW de mi 11 ipore 
- Esterilizar con membrana 0.45 um de millipore 
- Envasar en tubos de borosilicato con tapón de rosca 

tubos de 14 >< 100 mm----------- 7 ml 
tubos de 16 >< 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 37Q el tubo de tapón de rosca 
con 7 ml de medio de cultivo con PB-Bb-S,TVI-S o BI-S. 

- Inocular la suspensión de 0.5 ml de quistes inducidos 
y lavados con solución salina mas antibiótico. 

- Incubar en la estufa a 37QC. 

13. OBSERVACION DIRECTA DE DESENQUISTACION 

Examen en fresco 

- Retirar de la estufa a 37QC 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. 
- Observar al microscopio con objetivo 100x. 
- Realizar esquemas, medir el tiempo de los eventos 

y fotografiar con luz normal y de contraste de fases. 
- Repetir las observaciones en diferentes tiempos de 

incubación. 
- Real iza~~ los pasos antes mencionados, pero en 

preparaciones coloreadas con azul de algodón 
al li. y eosina V al li.. 

14. TINCION PERMANENTE CON GIEMSA 

- Elaborar frotis del material contenido en los 



medias de cultivo, con crecimiento de uno, dos, 
cuatro, 12 y 24 horas. 

- Fijar con alcohol etflico absoluto, durante tres 
minutos. 

- Secar al aire. 
- Fijar con solución de formol al 10'l. en amortiguador 

de fosfatos, durante 30 segundos, 
- Secar al aire. 
- Teñir con solución de Giemsa 1:45, durante 45 minutos. 
- Lavar con agua corriente y secar al aire. 

15, AXENIZACION 

- Colocar en la estufa a 379 C el tubo de tapón de 
rosca con 13 mi de medio TYI-S o BI-S. 

- Inocular la suspensión de 1 ml con quistes 
inducidos y lavados con solución salina mas 
antibiótico. 

- Incubar en forma inclinada en la estufa de 37QC. 

16. LAVADO Y PREPARACIDN DE MATERIAL 

- Sumergir el material sucio en solución de 
hipoclorito de sodio al 10/. durante 4 horas. 

- Enjuagar con agua corriente. 
- Sumergir el material en solución de eY.trán neutro 

al 5i. por 24 horas. 
- Tallar con escobillón todo el material. 
- Enjuagar con agua de la llave varias veces y 

finalmente con agua destilada, hasta quitar el 
exceso de detergente. 

- Colocar el mater-ial de cristalería en canastillas 
y secar al horno a 120QC durante 30 minutos. 

- Dejar escurrir y secar al aire el material de 
pal iuretano. 

- Envolver con papel Kraft los tubos de tapón de 
rosca, tubos cónicos de cristal, pipetas graduadas, 
pipetas Pasteur, tubos de poliuretano, embudos, 
rejillas, equipo de filtración, matraces Kitasato. 

- Esterilizar en autoclave a 15 libras de presión 
durante 15 minutos. 

17. F'REPARACIDN DE SOLUCIONES 

a. Sc;lución de formol al 2/. 
formaldehido comercial al 361.----------- 20 mi 
a¡¡ua de la llave------------------------ 1 1 

b. Solución salina isotónica 
cloruro de sodio----------------------- 9 g 
agua destilada-------------------------ª' 1 
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c. Solución de sulfato de zinc, densidad a 1.202 baumé 
sulfa.tro de zinc: comercial-------------:- 350 9 
agua destilada-------:------------------ 1 1 :·' 
ajustar densidad a 1.20, con dens1metro:-

d. Lugol (solución madre) 
yodo cristaloide---------------------- 5 g 
yoduro de potasio--------------------- 10 g 
agua destilada------------------------·100 ml 

e. Solución de glucosa con densidad 1.19Q baumé 
glucosa-------------------------------350 9 
agua destilada------------------------ 1 l 
calentar para disolver, envasar y esterilizar 
en autoclave. 

f. Solución salina con antibiótico 
cloruro de sodio---------------------- 9 g 
agua destilada------------------------ a 1 
estreptomicina "5 11 (sector salud>----- 1 9 
penicilina G sódica <Pisal------------ 1x1o•u 
gentamic:ina (Sheramexl--------------- 100 mg 
anfotericina B (Squibbl-------------- 50 mg 
Preparar la solución salina y esterilizar en 
autoclave, a9regar los antibióticos. 

g. Solución de sacarosa O.BSM 
Sacarosa <PM-342)------------------- 290.7 g 
Agua destilada---------------------- a 1 l 
Calentar para disolver, envasar y esterilizar en 
autoclave, la solución presenta una densidad de 
1. 11Q baumé. 

h. Solución de HCl O.lN a pH 1.6 
HCl (36'l. de pureza)---------------- 7.0 ml 
agua desionizada inyectable libre 
de pirógenos <Pisa)--------------- 1 l 
Ajustar estrictamente a pH 1.6 en potenciómetro. 

!. Colorante de esosina Y al !'l. 
eosina Y------------------------- 1 g 
agua des ti lada------------------- a 100 mi. 

j. Colorante de azul de algodón (anilina) 
azul de algodón o de anilina----- 0.05 g 
agua destilada------------------- a 100 ml 

k. Colorante de Giemsa (solución madre) 
giemsa---------------------------- 3.8 9 
glicerina------------------------- 250 ml 
metanol 1 ibre de acetona---------- 25~1 ml 

l. Colorante de Giemsa <solución de trabajo) 



solución madre-------------------- 1 mi 
solución amortiguadora de fosfatos-45 ml. 

m. Solución amortiguadora de fosfatos 
fosfato monopotásico-------------- 0.49 g 
fosfato disódico------------------ 1.14 g 
agua destilada-------------------- 1 1 
Ajustar a pH 7.2 

n. Solución de formol al 107. con solución amortiguadora 
de fosfatos 
formaldehido !pureza 367.l---------- 10 mi 
amortiguador de fosfatos----------- 100 mi. 

o. Solución de extrán neutro al 5% 
Extrán neutro concentrado---------- 50 mi 
agua de la llave------------------- 1 l 

p. Solución de hipoclorito de sodio al 107. 
hipoclorito de sodio comercial----- 100 mi 
agua de la llave------------------- 1 l. 
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