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INTRODUCCION

El stndrome de mala absorcisn ocasionado por Giardia lam-~

blia en el hombre, es una consecuencia de la adherencia y proba

blemente invasifn del protozoario a las estructuras de la muco-

sa intestinal (18,20,22),

La colonizacifin (24) produce alteraciones en las microve--
llosidades, criptas y/c muscularis mucesa, ocasionando el apla-
namiento ¢y acortamiento de ellas (7,9,15,41,44) entre otras al-

teraciones.

Por otro lado tambifn se puede presentar la reaccibn infla
matoria causada por los leucocitos polimorfonucleares, asi como
una hiperplasia linf&tica (5,19,31), lo cual habla de la presen

cia de estimulos antigfnicos del protozoario.

Todos estos eventos coadyuvan a una deficiente absorcién -
de: a) Grasas, b) Vit A y Vit B~12, c) D-xilosa y Protefnas (23,

27,30,43).

Como resultado de las modificaciones histol8gicas, también
se producen alteraciones bioquimicas, especfficamente de las di
sacaridas; lactasa, maltasa y sacarosa (28), presentes en las ~
c&lulas intestinales, modificando la absorcifn de glucosa, mal-

tosa y fructuosa.

Al presentarse esta parasitosis en los nifios, de manera =~



crénica, los resultados son: una deficiente absorcifn intesti--
nal de los nutrientes necesarios, para un adecuado crecimiento,
desarrollo y consecuente aprendizaje en la edad escolar (4,6,11,

17,29,44).

La eliminacién del par&sito con el tratamiento convencio--
nal da como resultado el restablecimiento de las estructuras da
fiadas y de -la absorcién intestinal. Sin embargo el dafio ocasio~-
nado en esta etapa de desarrollo podrfa dejar deficiencias irre

versibles (38).

Por otro lado en este protozoario se han descrito diferen-
tes niveles de virulencia (14,25), planteando las posibilidades,
de reinfecciones con cepas que contengan epftopos distintos; -~
por lo que la inmunidad adquirida al padecer la enfermedaa no
siempre es igual, Sin dejar de considerar otro par&metro como -

la relacidn huésped-par&sito muy importante de incluir (2}.

En un trabajo previd realizado en el Laboratorio de Inves=-
tigacién en Parasitologfa del Hospital Infantil de México (Bote -
llo, 1988}, se demostr$ la variacién en virulencia de 10 cepas
de Giardia lamblia. El autor en su trabajo utilizé como marcadp

res de diferencia en patogenicidad as

a) Pérdida de peso durante la infeccifn aguda
b) Variacién del tftulo de anticuerpos

¢) Estudio histopatolbgico,



Las diferencias mostradas por las 10 cepas probadas en el
estudio fueron significativas por 1lo gque se determind la exis--
tencia de diferencias de patogenicidad de las cepas. Sin embar
goc para establecer este hecho se debe aumentar el nfimero de ce-
pas a cnsayar asf como el nimero de animales usados como modelo
experimental, ademés de involucrar m&s marcadores de las dife--

rencias en patogenicidad.

En el presente ensayo se utilizaron la obtencién de 35 ce-
pas de G. lamblia, asi como un mayor nfimerc de crfas (cinco ve-
ces mis) adem&s de involucrar el parimetro de la determinacifn
en las alteraciones de la actividad enzim&tica (lactasa) del --
epitelio de los animales infectados, como tambié&n la utiliza---
ci6n de la técnica de Pass-~Shiff para evidenciar la presencia -
de los trofozoitos adheridos en el epitelio intestinal de los ~

animales experimentales.

El objetivo de este estudio fue determinar experimentalmen
te en animales de laboratorio diferencias en la capacidad inva-
sora de 35 cepas dé Giardia lamblia, mostradas por las altera--—
ciones histolSgicas y enzim8ticas de la mucosa intestinal, in--

cluyendo la respuesta humoral a sus epftopos.

La hip6tesis del presente trabajo fue considerar que la ca

pacidad invasora de 35 cepas de Giardia lamblia se manifestaba

por las alteraciones histopatolbgicas del intestino delgado asf

como una disminucidn en la actividad de las disacaridasas y la



respuesta humoral determinada por el tftulo de anticuerpos en -~
el suero de tal manera que una de las modificaciones en la ab-
sorcifn intestinal era consecuencia de la ganancia o pérdida de
peso de los animales inoculados comparados con los animalgs sin

inocular.
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INFORMACION GENERAL SOUHRE EL TEMA

Giardia lamblia es un protozoario flagelado de la clase —-

Mastigosphora descubierto en 1681, su habitat es el lumen del -
intestino delgado del hombre (8,10). S5in embargo igualmente se

le puede encontrar en ratas, castores o perros (14,16).

La infecci6n de este protozoario generalmente se lleva a -
cabo al ingerir aguas contaminadas o bien una transmisién direc
ta al llevarse a la boca objetos con restos de heces contamina-

das con quistes (33,37,42).

Numerosos repartes indican que Giardia lamblia se aisla --

frecuentemente en nifos sin importar el sexo, desarroll&ndose -~
en ellos patologfa digestiva como: diarrea, vémito y mala absor
ci6én. Afectando también peso, talla y en general el estado nu--
tricional del huésped (2), ademds de otras complicaciones al lo

calizarse en la vesicula biliar (15,19,32).

Por otro lado, en ocasiones no se presenta ninguna sintoma
tologia, lo cual hace suponer que existen diferencias en cuanto
a patogenicidad en este protozoarioc y/o que la relacibn huésped
pardsito es determinante para que se manifieste en forma patogé
nica como se ha demostrado experimentalmente, en donde la fun--

¢i6n inmunolégica juega un papel importante (1,12,20,33,37).

Inicialmente se demostr6 la invasién del protozoario a la



mucosa intestinal (1,21), posteriormente se observ6 como este
protozoario se adosaba por medio del disco suctorio formando
una barrera mecd&nica que impedia la absorci&n de estos, aln -

en ausencia de diarrea (22,34,38,40).

Por razones no conocidas el protozoario se desprende -
de la mucosa y de esta manera es excretado con las heces feca
les, comenzando su fase de enquistamiento, Esta forma de re-
sistencia al ser ingerido por otro huésped reinicia su ciclo

bioldgico (40)

Sin embargo existen algunos factores que determinan a
la infeccibn ya gue en animales de laboratorio se ha demostra
do cierta resistencia a la infeccién con este protozoario ~--
(35) lo que supone, que existe alglin factor genético gue de--

termina experimentalmente la infeccidn.

Por otro lado se ha demostrado que Giardia lambiia se -
ve afectada por la accibn de las lipasas de la leche humana -
inhibiendo el desarrollo y colonizacibn del protozoario, por
lo que en los nifios lactantes alimentados por la madre, es po

co probable la infecci6n.

No obstante hay modelos experimentales en los que la -

infeccidn con Giardia lamblia es relativamente f&8cil (12,14),

en el presente caso al utilizar ratas Long-Evans no se tuvo -

dificultad para llevar a cabo el trabajo.

En los nifios la importancia de diagnosticar Giardia lamblia



esta basada en dos aspectos determinantes; primero la frecuencia
con que se presenta este protozoario en esta edad y segundo por
que al causar deficiente absorcién intestinal, esto repercute -

en forma importante en su crecimiento y desarrollc.
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PARTE EXPERIMENTAL

3.1.- Diseflo experimental.

-TIVO DE
CEPA PORTLAND

DE 24 HORAS DE LOS NIROS CON.
GIARDIA LAMBLIA

DE LAS RATAS
FN EL PERIODO DE

DESPUES DE 11 DIAS
FORMAR 35 LOTES DE

VERIFICAR LA AUSENCIA
DE PARASITOS POR
COPROPARASITOSCOPICO

N TON
GASTRICA LA CEPA DE
GIARDIA LAMBLIA

TS

E it
OBSERVACION

Acs. Vs. Ag.
CEPA HOMOLOGA
Y PORTLAND




3.2.- Material, Equipo y Reactivos

3.2.1.-

3.2.2,-

Material biolé8gico

Recoleccifn de materia fecal de 24 horas de los nifios -
estudiados que presentaron Giardia lamblia.

Suero de las ratas con giardiasis.

Cepa de Giardia lamblia.

Cepa de Giardia lamblia Portland cultivada en medio de

cultivo TYI-S-33 suplementado con bilis,

Animales de experimentacibn.

Material de laboratorio

Micropipetas de 10, 20, 50, 100 microlitros {Sigma-Chemi
cal).

Papel filtro Whatman No. 1 cualitativo
Jeringas de vidrio de 20 ml.

Jeringas de insulina, de 6 ml desechables.
Agujas Yale calibre 18 x 30 mm desechable
Filtros milipore de 0.22 mm

Gradilla

Pizeta de 500 ml

Mallas de alambre

Mechero

Tela de asbesto

Frasco de recoleccién de materia fecal

Pipetas Pasteur



Matraces Erlenmeyer

Tubos de pl&stico para centrifugar con tap8n de rosca
Vasos de precipitados de 250 y 500 ml

Tubos de vidrio de 15 x 125 mm con tap6n de rosca
Tubos de vidrio de 13 x 100 mm

Probetas de 100, 500 y 1000 ml

Pipetas dé 1, 5y 10 ml

varillas de vidrio

Embudos de talle largo

Portaobjetos

Cubreobjetos

Densfmetro
3.2.3.~ Equipo de laboratorio

Incubadora (Medi-Lab, Marck No. 415)

Balanza analftica (P-115 Bosch)

Centrffuga clinica (Modelo C-1)

Centrffuga sorval con refrigeraci6n (Modelo RC-5)
PotenciGmétro Corning (Modelo pH meter)}
Microscopio Sptico

Refrigerador (Marca Whirpool)

Microscoplo electrénico

Procesador American Optical (No. 8000)

10



3.2.4.~ Reactivos

Medio TYI-S5-33 suplementado con bilis'para 500

Biosate (Lev. Casefna)
Glucosa (Dextrosa)

Cloruro de Sodio

Fosfato dib&sico de potasio
Fosfato monob&sico de potasio
L-Cistefna HCl

Acido L AscSrbico
Hemaglutinaci&n Indirecta
Glucosa

Citrato de sodio

Acido citrico

Cloruro de sodio

Fosfato de potasio monob&sico
Fosfato de sodio dib&sico
Pass = Schiff

Acido Pery6dico

Agua destilada

Fusina b3sica

HClL 1 N

Bisulfito de sodio

Carbén activado

Agua destilada

11

15

500
500

100

2.05
0.8
0.08
0.42
10.20
20.15

ml

a

mg

mg

mg

o Y g oa a g

ml

ml

ml



3.2.4.1.~ Preparacién de reactivos

Medio TYI-S-33 suplementado con bilis: Resuspender todos -

los reactivos en el orden indicado con 300 ml. de agua destila-
da y ajustar a un pH de 7.0 - 7.02 con NaOH 1N (34 gotas aproxi
madamente), posteriormente agregar 11.5 mg de citrato férrico -
de amonio y ajustar a un volumen de 425 ml, con agua desioniza-

da, esterilizar en autoclave por 15 min. a 15 libras.

Ya esterilizado, afadir 25 ml. de bilis bovina (10 mg/10 ml)
filtrar por milipore, a continuacifn afiadir 50 ml de suero bovi
no inactivado a 56°C por 30 min. y por Gltimo agregar penicili-

na y estreptomicina de 2500 UI.

Prueba de esterilidad: La prueba de esterilidad sc efectda para

determinar la existencia de una posible contaminacién por bacte
rias; para esto, incubar el medio TYI-S-33 suplementado con bi-
lis durante 24 horas a 37°C. En esta prueba no se debe presen--

tar el desarrollo de microorganismos,

Inoculacién de los trofozoitos al medio TYI-S-33 suplementado -

con bilis: La cepa de Giardia lamblia Portland se cultiva en
el Laboratorio de Investigacién en Parasitologia del Hospital -
Infantil de México,58.A.

Llenar en forma estéril tubos de ensaye con tapbdn de rosca,
empleando 12 ml. del medio TYI-S-33 suplementado con bilis. En-
friar los tubos con crecimiento 6ptimo en bafio de hielo por 5

minutos para desprender las células de la pared del tubo, inver

12



tir 10 veces para su homogeneizacién y resembrar en tubos y ca-

jas de cultivo.

Recoleccibn, lavado y cosecha de los trofozoitos: Después

de obtener un buen desarrollo a las 72 horas, colocar los tubos
y cajas de cultivo en bafio de hielo para ayudar al desprendimien
to de las células, ponerlos en tubos con tapén de rosca 50 ml -
para centrifugar a 500 %G durante 15 min. con solucifn regulade
ra de fosfatos pH 7.0 repetir 3 veces, Al terminar se concentra
el paquete de trofozoitos para obteﬁer la cosecha de los mismos

y congelar a 0°C hasta su uso.
Hemaglutinacién Indirecta:

Solucién de Alsevers.- Pesar 2.05 g de glucosa, 0.8 g de

citrato de sodio, 0.08 g de &cido cftrico y 0.42 g de cloruro -
de sodio, disolver en agua destilada y llevar a un volumen de -
100 ml de agua destilada, esterilizar durante 10 min, a 10 li--

bras.

- Solucibn amortiguadora de fosfatos salinos con pH 7.2:

Solucibn de fosfato de potasio monobdsico 0.15 M.- Pesar =

10.20 g de fosfato de potasio monobisico y disolver en 500 ml.

de agua destilada.

Solucibn de fosfato de sodio dib&sico 0.15 M.- Pesar 20.15

g de fosfato de sodio dibi&sico y disolver en 500 ml de agua des
tilada., Mezclar 76 ml de la sclucibn de fosfato de sodio dibdsi

co y 100 ml de la solucién salina isot6nica 0.9% con 24 ml de -

13



la soluci8in de fosfato de potasio monobisico, y medir el pH.

Solucién amortiquadora de fosfato salino con pH 6.4

Preparar de igqual manera que la de fosfato salino sélo que
mezclar 67.8 ml de la solucifn de fosfato de potasio monob&sico
con 32.2 ml de la solucibn de fosfato de sodio dibdsico y 100 -

ml de la solucién salina isotSnica 0.9% y medir su pH.

Solucifn de 8cido t&nico al 1%.- Pesar 1 g de Acido té&nico

y adicionar 99 ml de solucién isoténica 0.9%, guardar en refri-
geracifn a 4°C, de esta solucibn hacer diluci&n 1:200 para te--

ner la solucifn final de trabajo de &cido té&nico 1:20,000.

Suspensién de glBbulos rojos de carnero.- Colocar un volu-

men igual de gl&bulos rojos de carnero a la solucidn de Alsevers
ya preparada y guardar en refrigeracifn a 4°C durante 10 dfas -

para su maduracidn,

Preparacibn del antfgeno.- Colocar 1 ml de todas y cada una

de las cepas de guistes de Giardia y homogeneizar, asi también -
1 ml de trofozoitos de Giardia obtenidos por cultivo axénico de

la cepa Portland. El sobrenadante constituye el antfigeno.

Suero de_conejo inactivado.- Extraer, por puncibn cardiaca
la sangre de un conejo de raza Nueva Zelanda con peso aproximado
de 3 kg y centrifugar a 500 xG durante 15 minutos, separar el -
suero almacendndolo en un frasco para ser inactivado a 56°C du--

rante 30 minutos en bafio Marfa.

14



Adsorcibn de los glSbulos rojos de carnero.- Tomar 3 ml de

gl6bulos rojos de carnero almacenados en solucibén de Alsevers -
estéril, lavar 3 veces con solucién salina y preparar una sus--
pensifn al 2% de gl8bulos rojos de carnero. Despu&s afadir 3 ml
de suero normal de conejo inactivado y dejar reposar toda la --
noche en refrigeracifn a 4° C. Al dfa siguilente centrifugar a -
S00 xG durante 15 minutos y separar el suero de conejo diluido

1:100.

Tomar el paquete de gl&bulos rojos de carnero y ahnadir -
3 ml de Scido t&nico diluido 1:20 000, incubar en la éstufa a -
37° C durante 10 min. con este procedimiento se obtienen glébu-—
los rojos de carnero tanizados.Posteriormente centrifugar a 500 xG
durante 15 minutos, decantar el sobrenadante y volver a lavar -

con solucifn amortiguadora de fosfatos salinos pH 6.4.

A los glbbulos rojos de carnero tanizados adicionar 4 ml -~
de la solucibn amortiguadora de fosfatos salinos pH 6.4 y 1 ml
de antfgeno, centrifugar a %00 xG durante 15 minutos, decantar
el scbrenadante y afiadir 2 ml de suero normal de conejo diluido

1:100.

Preparar un contrel negative con 1 ml de gl6bulos rojos de
carnero tanizados al 1% m&s 4 ml de la solucibn amortigquadora -

de fosfato salino pH 6.4 en ausencia de antigeno.

Utilizando placas de Limbro llevar a cabo diluciones de -

los sueros obtenidos de las ratas con Giardia en proporcién lo-

15



garftmica es decir 1:2, 1:4, 1:8, etc., teniendo como diluyente
el suero de conejo absorbido y diluido 1:100, posteriormente -
afiadir 50 lambdas de gl&bulos rojos de carnero tanizados al 1%

forrados con los diferentes antigenos y dejar durante 24 horas.
Pass=Schiff

Sclucibn de Scido Pery6dico al 0.5%.- Pesar 0.5 g de cris-

tales de dcido Pery6dico y disolver en 100 ml de agua destilada.

Reactivo de Schiff.- Pesar 1 g de fusina b&sica y disolver
en 200 ml de agua destilada caliente (no hervir), mezclar y de-
jar a temperatura ambiente para adicionar 20 ml de HCl y mezclar
bien, por Gltimo adicionar 1 g de bisulfito de sodio, filtrar y

guardar en un frasco en refrigeracién por 24 horas,

Realizar a las laminillas el proceso de desparafinacibn, -
deshidratacibn, posteriormente tefiirlas con Pass, lo cual con-~-
siste en: lavar 3 veces con agua destilada y dejar secar, intro
ducirlas en la solucibn perybdica por 10 minutos, secarlas y la
varlas dos veces con agua destilada, introducirlas en el reacti
vo de Schiff por 15 minutos al terminar lavar una vez y pasar--
las a una solucibn de Hematoxilina de Harris por 10 minutos; -
después lavar con alecohol &cido y virar con agua amoniacal ¢ in
troducirlas en agua corriente por 1 minuto. Dejar scecar y reali
zar el montaje de resina sintética, colocando un cubrecbjetos -

de 24 x 40 mm para su estudio al microscopio de luz.



Actividad enzimdtica.

Soluci8n Buffer de Maleato 0.1 M pH 5.8.- Pesar 4 g de -

NaOH y disolver en 100 ml de agua destilada. Hecho esto pesar -
1.16 g de &cido maleico y agregar 14.2 ml de NaOH disolver has-

ta ajustar a 100 ml con agua destilada, ajustar el pH a 5.8.

Solucibn Reguladora de Sustrato.- Pesar 200 mg de lactosa

y disolver en 10 ml de la solucién Buffer de maleato, posterior

mente agregar una gota de Tolueno y guardar a 4°C,

Solucidn Concentrada de Glucosa.~ Pesar 10 mg de glucosa y

0.25 mg de &cido benzdico y disolver en 100 ml de agua destila-

da. Esta solucifn es viable entre 2-5°C durante 2 meses.

Solucibn Reguladora de Tris 0.5 M pH 7.0.- Pesar 12.11 g -

de Tris base y disolver en 85 ml de HC1l 5 N, disolver con agua

destilada hasta 100 ml, y ajustar el pH 7.0 si fuese necesario.

Microscopia de Luz.

Solucién de formol al 10%.- Tomar la densidad del formol y

de acuerdo a &sta calcular las necesidades requeridas de formol
y agua para tener una solucién al 10%, tomar 100 ml de &sta, --
adicionar 4 g de fosfato de sodio monobdsico y 6.5 g de sodio =~
dib&sico y llevar a un volumen total de 1000 ml de agua destila

da.

Preparacién de los tejidos.- Hacer cortes de los intesti--
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nos de las ratas controles e ineculadas con la ayuda del bistu-
r{ colocar €stos en formol al 10¢ para llevar a cabo el estudio

histopatolégico,

Procesado de los tejidos.- Las porciones de tejido son so-

metidas a deshidratacifn en un procesador de tejidos.

Deshidrataci8n, aclaramiento e inclusin.~ Deshidratar los

tejidos con 3 alcoholes etflicos al 96%. El aclaramiento se lle
va a cabo con una mezcla de xilol-xileno y se incluyen 3 parafj
nas, utilizande una mds fina para‘hacer la inclusién de los te-

jidos y formar el cubo para el corte.

Corte de los tejidos.- Realizar los cortes en Ultramicroto

mo con un espesor de 3 micras. Posteriormente colocar los cortes
en un bafioc de flotacifn a temperatura de 46°C de ahi pasar los
cortes a un portaobjetos y llevar a una estufa a temperatura de

50°C.

Tincidn de Hematoxilina-eosina.=- Después de llevar a cabo

el proceso de desparafinacifn e hidratacifn, tefiir con hematoxi

lina~eosina.

Posteriormente deshidratar con tres alcoholes al 96%, tres
alcoholes absolutos, y un alcohol-xilol en partes iguales y -
tres agentes aclarantes {xilol), y proceder a agregar la resina
sint&tica y colocar un cubreobjetos de 24 x 40 mm para su estu-

dio al microscopio 6ptico.

18



Observacifn al microscopio 8ptico.- El estudio se llevs a

cabo tomando en cuenta los siguientes parfmetros; presencia de
nédulos, presencia de Giardia, linfocitos y alteraciones de las

vellosidades, alteraciones de la l&mina e hiperplasia linfatica,

Microscopio Electrénico.

Solucién de glutaraldehido al 2%.~ Tomar 2 ml de glutaral-~

dehido y adicionar 98 ml de agua destilada.

Solucifn de fosfato de sodic monobdsico 0.1 M.- Pesar 2.84

g de fosfato de sodio monobfsico y disolver en 100 ml de agua =

destilada.

Solucidn de fosfato de sodio dib&sico 0.1 M.- Pesar 2.76 g

de fosfato de sodio dib8sico y disolver en 100 ml de agua desti
lada. De 1la solucifn de glutaraldehido al 2% tomar 40.5 mly -
9.5 ml de la solucibn amortiguadora de fosfato salino 0.1 M y -

llevar a un volumen final de 100 ml de agua destilada.

Solucifn de Cloruro de Calcio al 1%.- Pesar 1 g de cloruro

de calcio y adicionar 99 mli de agua destilada. Posteriormente -
tomar 12 ml de la solucibfn de glutaraldehido al 2% y adicionar

88 ml de la solucifn amoxtiguadora de fosfato salino 0.1 My 10
gotas de la solucién de cloruro de calcio al 1%, Después de cum
plido el tiempo en la solucifn de glutaraldehido el fragmento -
del tejido 8ste fue pasado a una solucifn lavadora en la cual -

puede dejarse hasta una semana.
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La técnica del proceso de los tejidos para 1a observacifn
al microscopio electrfnico es la utilizada usualmente por lo -

que no se describe.

3.3.- Hetodologfa.

3.3.1.- Aislamiento de treinta y cinco cepas de Giardia lamblia.

Durante 8 meses se estudiaron las heces de 705 nifios que asis--
tieron.a las estancias infantiles de la Delegacién Benito Jud--
rez, investig&ndose en sus heces la presencia del pardsito, aisg

l&ndose 35 cepas de quistes de Giardia lamblia por el método de

Faust.

3.3.2.~- Preparacibén de las ratas

Formar 35 ratas hembras y 18 machos para su prefiamiento -
con un peso promedio de 200 a 250 g. La presencia de par&sitos
en sus heces, es eliminada con metronidazol (36) en dosis de 40

mg/kg de peso durante tres dias consecutivos.

Transcurridas las 72 horas del apareamiento, los animales -
se pesaron y separaron en jaulas individuales. Se les aliment6
y ragistrd su peso cada tercer dfa durante el tiempo de gesta--

cién.

3.3.3.- Obtencién de 304 crfas con un peso promedio de 40 g.

En todos investigar la presencia del par8&sitc por copropa-

rasitoscépico de Faust, y en caso de estarlo desparasitar con-
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metronidazol.

Después de comprobar que las ratas no estfn parasitadas, -
separarlas y marcarlas para formar 35'grupos de 8 animales cada
uno mediante nfimeros aleatorios con las letras HIM-1; HLM-35, -
asf como 3 lotes del mismo nGmero de ratas que constituyeron -

el grupo control.

3.3.4.- Inoculacibn de las cepas de Giardia lamblia en los ani-

males experimentales.

Los quistes de las diferentes cepas se lavan con agua des-
tilada y se determina su nfmero mediante la cimara de Neubawer,
inocular 1,25 x 106 quistes en cada animal mediante una sonda -
gdstrica. En los lotes testigo sflo administrar agua destilada

siguiendo el mismo procedimiento.

3.3.5.~ Cuantificacién de los guistes de Giardia lamblia para
su_inoculaci®n en los animales experimentales.

Contar el nfimero de quistes mediante una cdmara de Neuba~-
wer y una pipeta para gl8bulos blancos, con los siguientes -

cilculoss

&—E—%—é—g ® E = Quistes por ml

Donde:
A = Suma de los cuatro cuadrantes grandes de la c@mara de

Neubawer.
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B = Dilucifn de la pipeta 1:20
€ = Factor para determinar el valor por mm? {10}
D = Nlmero de cuadrantes
E = Factor para determinar el valor por ml (1000
Ejemplo:
A 20 . 10y 1900 = 50 colulas/ml
3.3.6.- i de Giardia lamblia en las heces fecal

y _su incremento de peso.

A los animales inoculados recolectar sus heces, para de--
terminar por coproparasitosc6pico de Faust la presencia del pa

ra&sito asi mismo pesar cada tercer dfa.

3.3.7.- Reaccién Inmunolégica de los animales inoculados con

Giardia lamblia, determinada por el titulo de anticuerpos del

suero contra (cepas homSloga y Portland}.

Anestesiar a los animales y llevar a cabo una puncibn'cag
diaca para la extraccién de 2 ml de sangre, el suero obtenido
separar por centrifugacifén e inactivar a 56°C durante 30 minu-
tos, despufs determinar el titulo de anticuerpos, utilizando -
la técnica de Hemaglutinacibén Indirecta; emplear como antfgeno
de la cepa hombloga, es decir, los quistes de las heces de las
ratas que presentaron Giardia lamblia, también determinar el -
titulo de anticuerpos del suero utilizando el antigeno obtenie
do de Giardia lamblia cultivado en el medio ax&nico TYI-S- 33

suplementado con bilis.
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3.3.8,- Observacibén del protozoario en la pared luminal median

te improntas de las ratas experimentales y testigo, vistas al

microscopio de Fases.

Realizar una laparatomfa en los animales experimentales y
testigos para observar alteraciones macroscOpicas, asi como la
wrescnoeia del protozoario en la pared luminal del intestino -~
delgado , Tomar una fraccibn duodenal y cortarla para dejar una
impresifn de la nucosa en un portaoﬁjctoa, secar posteriormen-
te, proceder a lta fijacién en alcchol al 90%, después proceder
a la tincibn de Pass-Schiff buscando la presencia del protozoa

rio.

3.3.9.- cuantificaci6n de _la actividad de la lactasa en el in-

testino de los animales 1noculados‘con las 35 cepags de Giardia
e~ = —g

lambiia.

La estimacién de la enzima se lleva a cabo de acuerdo al
método de Dalquist (13), Considera que una unidad enzimitica
de lactasa es igual a la transformacién de un micromol de sus-

trato por minuto.
Realizacién de la curva,

Rotular 6 tubos conteniendo una dilucién de glucosa entre
Oy 10/.9 para la realizacifn, adem&s de 2 tubos més que cons-

tituyen los blancos.
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CURVA ESTANDAR

Tubo Agua Esténdar Glucosa
tml) {ml) (concentracifn ig)
0 1.0 0 0
1 0.8 .2 .02
2 0.6 .4 .04
3 0.4 .6 .06
4 0.2 .8 .08
5 0 1 .10

Los tubos gue constituyen los blancos y los de la concen-
tracién estdndar se incuban a 37°C durante 60 minutos, transcu
rrido este tiempo adicionar lOO/ul de agua y 600/~1 del reacti
vo de O-Toluidina e incubar en bafio Maria por 7 minutos, des--
pués leer la densidad Sptica de los tubos contra los blancos a
420 nm y preparar la curva estandar graficando la densidad &p~-
tica de los tubos 0 a 5 contra la concentracibn de glucosa en

cada tubo.
Preparacién del homogeneizado:

Colocar el tejido obtenido en una solucidn isoténica de -
NaCl inmediatamente después colocar el reciente en un baho con
hielo. Posteriormente quitar el exceso de la solucifin salina
del tejido y colocar en un vidrio de reloj para proceder 'a pe-

sar en una balanza de precisién.
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Transferir el especimen a un tubo homogeneizador de Pother
y afiadir 1 ml de agua destilada por cada 20 mg de peso del teji
do. Una vez homogeneizado el tejido colocar en un tubo pequefio

y congelar #-20° C hasta su an8lisis.

Desarrollo del método:

El homogeneizado se diluye en la forma siguiente:

Para Lactasa usar la dilucifn 1:10
Rotular los tubos L, Mo, Lo, L1, 12.
L = Lactasa

M, L (o) Tubos blancos

L (1,2) = Muestras por duplicado de los tubos a analizar.

Una vez rotulados los tubos depositar 0.1 ml de la dilucién
del homogeneizado previamente indicado para el azdcar por inves
tigar. Colocar luego para los tubos 11, 12, en bafio Marfa a -
37° C anadir 0.025/41 de la solucibn reguladora de sustrato pre

viamente calentado a 37° C y mezclar bien.

Exactamente 60 minutos despuBs aiiadir 2.8 ml del reactivo -
de O-Toluidina, mezclar bien y colocar los tubos a ebullicién ~
durante 7 minutos; posteriormente dejar enfriar y leer a una ~~

longitud de onda de 420 nm,
C&lculo de las disacaridasas:

axadx 40
n x 60 x IB0

Disacaridasas en unidades/ml =
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Donde:

a) Cantidad de glucosa (promedio de los duplicados) produ-
cida en 60 minutos, en 25/“1 del homogeneizado diluido.

d) Factor de dilucidn de la lactasa; 4 = 10

n) Nmero de moléculas de glucosa producida durante la hi-

dr8lisis de las disacaridasas.

Para lactasa n =1
180 = al peso molecular de la glucosa
60 = tiempo de incubacifn
40 = factor de dilucifn de la alfcuota tomada por mililf-

tre del homogeneizado, l%%g = 40

U/ml = micromoles de sustrato hidrolisado por minuto.

Ejemplo:
Como ejemplo del cdlculo para estimar la actividad de lac-

tasa se tiene la siguiente ecuacifn:

Lactasa = iE%J%%gii%EU = 0.03148 U/ml

3.3.10.~ Demostracibn de la virulencia de las 35 cepas de Giar-

dia lamblia de acuerdo a las alteraciones histopatolégicas en

el duodeno de las ratas inoculadas y controles, observadas al

microscopio Sptico.

Colocar un fragmento de tejido de las ratas experimentales

y testigo en una solucifn de formol neutro al 108, Posteriormen
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te se traslado a la Unidad de Microscopfa de la Facultad de Me-

dicina en donde se llevd a cabo su estudio.

3.3.11.~ Observacibn al Microscopio Electr8nico.

Un fragmento de 0.9 mm de tejido fue colocado en una sclu-
cidn fijadora para ser trasladado a la Unidad de Microscopfa -
Electrdnica de la Facultad de Medicina de la U.N.A.M., en donde
se realizb su procesamiento bajo la direccién del Dr. Juan M.

Cardoso.

En la observaci6én microscépica, no hubo necesidad de hacer
tincibn cromitica, ya que en microscopfa electrdnica se usa un
haz de electrofies. No se puede dar un limite de tiempo para ha-
cer la observacifn ya que &ste puede variar desde horas, dias o
bien meses, de acuerdo a la complejidad del problema. Una vez -

localizados los campos, tomar la fotografia e interpretar.

En las observaciones microscSpicas determinar los grados -

de Rubin con los criterios siguientes:

Grado I.~ Vellosidades con variaci6n en su forma y altura, el
epitelio es generalmente columnar. Hay edema modera
do y aumento de linfocitos y c&lulas plasmiticas en

la l&mina propia.

Grado II.-~ Observar vellosidades con ensanchamiento y disminu-

cibn de la altura de las microvellosidades, aumento



de células plasmiticas, linfocitos; el epitelio se

encuentra menos columnar.

Grado III.- Aplanamiento de las vellosidades y desapari~--
cibn del borde del cepillo del epitelio el ---~
cual es cubcidal, con el nfcleo irregular en -
forma, tamafio y afinidad tintorial. Hay edema,
aumento de iinfocitos y c€lulas plasmfticas en

la l8mina propia.

3.4.- An8lisis Estadistico:

El anilisis estadistico de los resultados se llevS a cabo
determinando el coeficiente de correlaciSn lineal de Pearson en
tre las variables de tiempo y ganancia de peso, as{ como la pen
diente entre estos dos. Se utiliz6 x2 en donde se considerf -
gue habla diferencias estad{sticamente significativas cuando el

valor de p £ 0.05.

Los c8lculos fueron realizados en computadora.
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4.1.- RESULTADOS

En las heces de las 35 ratas experimentales utilizadas pa-
ra la etapa prenatal, el coproparasitoscépico de Faust dio como
resultado G. muris 20/35 (57%), G. lamblia 14/35 {(408); Amibas
16/35 (46%). Sin embargo, después del tratamiento antiparasita-
rio con metronidazol 40 mg/kg de peso, el anilisis coproparasi-

- tosc8pico de sus heces fue negativo manteniéndose asi durante -

8 dias.

Por otro lado en el coproparasitoscépico de las crfas se =
observé G. muris en 179/2B0 (64%); asf nuevamente la presencia
de este par&sito fue eliminado con el tratamiento antiparasita-
rio ya mencionado, de tal manera que después de 8 dfas no 'se ob
serv6 en ninguna de las heces la presencia de este parisito y
la inoculacibn experimental con Giardia lamblia no parecid es-
tar influida por este hecho, pues al noveno dfa posterior a 1la

inoculacifn por via gSstrica el par&sito aparecif en sus heces.

El incremento del peso en los animales durante el tiempo -
de gestacifn puede observarse en la Tabla 1, asf{ como en la Fi-
gura 1. En ellas se aprecia desde el punto de vista estadistico
que el valor de r2 varib entre 0.9613 y 0.9981, con pendientes
de 3.28 y 7.34. Lo cual indica que a pesar de tener una pendiep
te diferente, el incremento en el peso fue parecido consideran-

do 1a similitud del Indice de correlacién lineal.



En las crfas al correlacionar la absorcién intestinal con
la ganancia o pérdida de peso (en los animales inoculados con =

las 35 cepas de Giardia lamblia, ast como en los testigos), los

resultados obtenidos mostraron que a partir del dfa quinto se -
desarrollé una pérdida de peso importante, comparativamente con

los animales no inoculados o testigos.

La respuesta inmune humoral a los diferentes epitopos de
las distintas cepas de Giardia lamblia inoculadas; se presenta
en la Tabla II. En ella se observa una mayor frecuencia en el -
titulo de anticuerpos de 1:4 a 1:B cuando se determiné utilizan
do como antigeno a la cepa hom6loga y s6lo en dos casos el titu’
lo de anticuerpos fue de 1:64 y 1:256. Aunque los resultados -~
més altos se obtuvieron cuando se utilizé como antigeno a la ce
pa Portland de Giardia lamblia llegando hasta 1:512. Sin embar-

go la mayor frecuencia fue con el tfitulo de 1:4

Al llevar a cabo la necropsia de los animales las altera--
ciones m&s importantes fueron: la aerofagia, n&dulos blanqueci-
nos, plegamiento del intestino, adherencia a la serosa. Estos -
resultados se presentan en la Tabla III, en ella se observa que
la aerofagia se present® en 82/280 (29%), los n&dulos blanqueci
nos en 72/280 (26%) y el plegamiento del intestino fue menos im
portante pues se observ8 en 36/280 (13%) y la adherencia a la -

serosa de igual manera de 37/280 (13%),

La capacidad de adherencia en las diferentes cepas de Giar-
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dia lamblia a las c&lulas epiteliales del intestino delgado de
terminada por la presencia del protozoario por medio de impron
tas, s6lo 44 fueron positivas. Sin embargo esto no quiere de--
cir que no se haya adosado a la pared intestinal pues como es_

bien sabido Giardia lamblia pudo desprenderse con facilidad.

Las alteraciones microscfpicas determinadas en las microve_
llosidades, asi como la hiperplasia linfd&tica y los grados de_
Rubin en los animales Inoculados se presenta en la Tabla IV. En
ella se observa que 62/28B0 (22%) desarrollaron alteraciones de
las vellosidades y éstas fueron muy importantes porcue de acuer
do a la clasificacién de Rubin, &stos oscilaron entre los gra=--

dos I, II y III.

De acuerdo a la frecuencia de estas alteraciones en orden -
de importancia expresada en porcentaje, se encuentra que cuatro
cepas de Giardia lamblia desarrollaron en el 50% de elles, y la

mayorfa se encontrb en el 10 y 20%.

La actividad enzim#tica de lactasa desarrollada en el intes
tino de los animales inoculados con las distintas cepas de G. -
lamblia fue baja en 24 de ellas, desarrolldndose una actividad_
menor de 5 U/mg de protefnas, aunque también hubo algunas cepas

cuya inoculacibn desarrolls actividad de lactasa alta.

Los resultados de las alteraciones histopatolfgicas y la -
actividad enzimStica desarrollada por las 35 cepas de Glardia -

lamblia en los animales se presenta en la Tabla V.
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La expresibn gr&fica de la correlacién entre las altera~-
ciones en las microvellosidades intestinales y las cepas obte-
nidas se observ6 que 1Y cepas provocaron alteraciones en las -
microveliosidades coincidiendo con la acrtividad enzimdtica ba-
ja.

Por otro lado, actividades enzim&ticas altas se observa~-
ron en los animales inoculados con 8 cepas de Qiardia lamblia,
en donde coincidif una menor presencia de alteraciones en las
microvellosidades intestinales. Sin embargo esta relacifén no
se observS siempre constante pues hubo 6 cepas donde la activi
dad enzimitica fue baja asi como las alteraciones histopatolS-
gicas, y por lo tanto 3 cepas presentaron actividad enzimitica
en igual proporcifn que las alteraciones histopatol6gicas. El
andlisis estadistico de estos resultados present$ un valor de

probabilidad de P=0.01063,

En la correlacifn entre la hiperplasia linfdtica y las ce
pas obtenidas de Giardia lamblia se observa que 3 cepas no pre
sentaron la hiperplasia linf&tica comparadas con las demis que

si obtuvieron esta alteracibn.

La actividad enzimdtica se desarroll®$ en 24 cepas ohte---
niendo valores bajos y apreciando una hiperplasia linfdtica al
ta, en el tratamiento estadistico de estos dos se determind --

que la probabilidad fue de P= 0.0063.

La microfotograffa al microscopio de fases que muestra la

Figura II, corresponde a una impronta, en donde se observd un tro
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fozoito de Giardia. En ella se muestra claramente el disco --
suctorio. La imagen m&s frecucnte en los cortes de intestino
delgado, fue de abundantes céiulas epiteliales con cromatina -

densa y dispersa, se observa en las Figuras IIT y IV.

La microfotograffia de las vellosidades se observa en la -
Figura V con una hiperplasia linfética de las vellosidades in-
testinales normales en un aumento de 100 X. Asi mismo en la -
Figura VI se aprecia un aclaramiento e intiltrado inflamatorio
de las vellosidades anormales en un aumento de 4100 X. Estas
alteraciones fueron las més frecuentes e importantes al compa-

rarse con las microvellosidades normales.

Otra de las observaciones en los cortes de intestino del-
gado de las ratas fue un aumento de linfocitos como se observa
en la Figura VII, en un aumento de 250 X. También la hiperpla
sia linf4tica fue otra de las alteraciones que se apreci8 con-
juntamente con las células epiteliales como lo muestra la Figu

ra VIII en un aumento de 4000 X.
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TABLA I

Coaficiente de correlacifin de Pearson r entre el peso de las

ratas en gramos, y el perfodo de gestacifn

Nim. de ratas Coeficiente de Pendiente Ndm. de
determinacién xz Crtas
1 0.9384 7.10 14
2 0.9897 7.10 15
3 0.9923 6.0 13
4 0.9923 6.09 11
S 0.9622 7.34 13
6 0.9926 7.34 11
7 0.9759 5.00 10
8 0.9806 5.34 11
9 0.9891 4.05 10
10 0.9609 5.20 10
11 0.9609 5.20 9
12 0.9732 4.01 8
13 0.9795 3.28 8
14 0.9922 4.49 10
15 0.9866 4.58 9
16 0.9981 4.56 8
17 0.9946 4.45 8
18 0.9936 3.81 7




TABLA I

{Continuacién)
NAm. de ratas Coeficiente de Pendiente Ndm. de
determinaci8n r Crfas
19 0.961‘3 3.65 6
20 0.9924 3.74 6
21 0.9523 3.12 9
22 0.9892 3.62 10
23 0,9873 4.47 11
24 0,9967 4.91 9
25 0,9749 4.58 8
26 0.9960 3.70 9
27 0.9960 3.70 9
28 0.9948 . 3.80 7
29 0,9981 4.25 10
30 0.9884 3.43 7
31 0.9826 5.40 13
32 0.9790 5.92 9
33 0.9910 5.03 7
34 0.9952 5.17 6
35 0.9915 6.05 14
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TABLA II

TITULO DE ANTICUERPOS DE 230 SUEROS DE RATAS COM GIARDIASIS
INTESTINAL VS, CEPA HOMOLOGA Y CEPA PORTLAND

TITULO DE FRECUENCIA CON PRECUENCIA CON

ANTICUERPOS CEPA HOMOLOGA CEPA PORTLAND
1:2 51 6
1:4 64 54
1:8 70 52
1316 57" 4“
1:32 16 21
1:64 4 24
1:128 12 22
1:256 7 13
13512 0 14
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TABLA III
OBSERVACIONES MACROSCOPICAS

CEPA AEROFAGIA NODULOS PLEGAMIENTO [EL ADHERENCIA TMPRONTAS SIN
BLANQUECINOS INTESTINO A SEROSA CELULAS ALTERACIONES
EPITELINLES
n=t (%) n=8| (8) n=8 | (%) =8 | (%) n=g | (%) n=8 (%)

=1 4/8| S0 2/8| 25 0/8 0 o8] 0 2/B| 25 2/8 25
HIM-2 3sa| 37.5 3/8] 37,5 1/8 | 12.5 o/8| 0 0/8 [} 1/8 12,5
HIM-3 3/8] 37.5 /8| 37.5 1/8 | 12.5 o8| 0 1/8 | 12.5 1/8 12.5
HIM~4 1/8112.5 2/8| 25 2/8 | 25 1/8 |12.5 1/8 | 12.5 2/8 25
HIM-5 3/8] 37.5 1/8( 12.5 2/8 | 25 1/8 | 12.5 0/8 0 1/8 12.5
HLM-6 1/81 12,5 4/8 | 50 1/8 | 12,5 1/8 [12.5 0/8 o 1/8 12.5
HIM-7 2/8] 25 /8| 37.5 0/8 0 2/8 |25 0/8 ] 1/8 12.5
HIM-8 4/8| 50 2/8]| 25 1/8 | 12.5 1/8 {12,5 4/8 | 50 0/8 0
HIM-9 3/8 | 37.5 2/8125 /8 o 0/8 0/8 0 /8 0
HM-10 2/81{ 25 3/8 | 37.5 2/8 | 25 o/s| o 1/8 | 12.5 1/8 12.5
HIM-11 3/8 | 37.5 2/81 25 0/8 0 2/8 | 25 1/8 | 12.5 3/8 37.5
HIM-12 3/8 | 37.5 1/8 | 12.5 /8 0 2/8 |25 2/8 | 25 2/8 25
HIM-13 4/8 { 50 2/8 25 0/8 0 we | o 1/8 | 12.5 2/8 25
HIM-14 2/8 | 25 3/8137.5 3/8 | 37.5 ol o 0/8 1] 0/8 0
HIM-15 3/8 | 37.5 1/68112,5 0/8 [+ o/8| 0 2/8 | 25 4/8 50
HIM-16 2/8 125 2/8125 a/8 0 1/8 [12.5 0/8 0 3/8 31.5
HM-17 3/8 | 37.5 2/8 125 2/8 |25 o8| 0 0/8 0 1/8 12,5
HIM-18 1/8 | 12,5 2/8 | 25 /8 0 1/8 |12.5 1/8 | 12.5 3/8 37.5
HIM-19 1/8 | 12.5 2/8 | 25 0/8 0 3/8 [37.5 2/8 | 25 2/8 25
HiM=-20 2/8 |25 3/8 137.5 1/8 { 12,5 0/8 3/8 | 37.5 2/8 25
HLM-21 3/8 [ 37.5 /8| C 1/8 | 12.5 2/8 |25 2/8 1 25 2/8 5
HIM-22 2/8 125 2/8 |25 1/8 [ 12.5 2/8 125 1/8 | 12.5 1/8 12.5
HIM-23 1/8 112.5 2/8 | 25 /8 §37.5 1/8 J12.5 0/8 0 1/8 12.5
Hm-24 /8 |37.5 3/8 {37.5 2/8 |25 o/8 2/8 |25 0/8 0
Testigo
para

| s |0 o8l o o | o o8| o o8 | o 0/8 [
1al 24

n = nfimero de ratas experimentales,




[

TABLA III

{Continuacibn)
CEPA AERCFAGIA NODULOS " PLEGAMIENTO DEL IMPRONTAS SIN
BLANQUECINGS INTESTING A SEROSA ALTERRCICNES
EPITELIALES

=8 | (%) =8| (8) n=8 | (8) =81 (%) n=8 (8) n=8 (%)
HIM-25 2/8125 278} 25 8 | 12.5 3/8( 37,5 2/8 | 25 0/8 0
HIM=26 2/8125 3/837.5 2/8 | 25 1/8| 12,5 o8l o 0/8 0
HIM-27 3/8 | 37.5 0/81% 0 o8| 0 3/8| 37.5 o8| o 2/8 | 25
HIM-28 25 38 |37.5 o8 | 0 o/8] © 1/8 | 12.5 /8 | 375
HIM-29 3/8 | 37.5 1/8 |12.5 1/8 | 12.5 2/8) 25 1/8 | 12.5 178 | 12.5
HIM=-30 1/8 12,5 2/8 {25 178 |12.5 o8| o 478 | 50 4/8 | s0
HIM=31 2/8 125 o/ 0 2/8 | 25 2/8| 25 3/ | 37.5 2/8 | 25
HIM~32 1/8 | 12,5 2/8 | 25 3/8 }37.5 1/8]12.5 2/8 | 25 18 | 12.5
HIM-33 2/8 |25 3/8 37,5 o/8 |0 0/8 o8] 0 3/8 | 31.5
HM~34 2/8 |25 2/8 |25 o8 | 0 3/8137.5 178 {12.5 1/8 | 12.5
HIM-35 2/8 |25 278 |25 1/8 [12.5 2/8] 25 4/8 | 50 1/8 | 12.5
Testigo
para 1:1 o8| o 0/8 ] 0 o8 | o o8| 0 og t o 0/8 0
25-35

n = nfimero de ratas experimentales.




TABLA IV
OBSERVACIONES MICROSCOPICAS

CEPAS ALTERACIONES EN HIPERPLASIA SIN GRADOS DE RUBIN
LAS VELLOSIDADES LINFATICA ALTERACIONES

n=8{ (%) n=8 (%) n=8 (3) I 11 111
HLM=1 4/8 150 1/8 12.5 3/8 37.5 4/8 1/8 -
HLM-2 0/8 0 2/8 25 6/8 75 ——— 2/8 -
HIM-3 2/8 | 25 2/8 25 4/8 50 2/8 2/8 -
HLM=-4 3/8 [ 37.5 3/8 37.5 2/8 25 /8 3/8 -
HLN~5 1/8 ] t2.5 2/8 25 5/8 62,5 1/8 2/8 -

HLM-6 3/8137.5% 2/8 25 2/8 25 /8 - 2/8
HEM=7 0/8 [} . o/8 [} 8/8 100 - - -

- HIM-8 4/9 | 50 2/8 25 2/8 25 - 4/8 2/8
HIM=-9 0/8 0 o/8 [ B/8 100 -~ - -
HIM-10 0/8 [} 2/8 25 6/8 75 2/8 - -
HIM=-11 1/8 ] 12,5 3/8 37.5 4/8 50 1/8 3/8 -
HIM=-12 1/8 | 12.5 1/8 12.5 6/8 75 1/8 1/8
HIN=13 2/8 § 25 /e 37.5 3/8 37.5 1/8 3/8 -
HLM-14 /8 | 37.5 3/8 37.5 2/8 25 3/8 3/8 -
HLM=15 3/8 | 37.5 2/8 25 2/8 37.5 3/8 2/8 -
HIM=~16 1/8 1 12.5 4/8 50 4/8 50 - - 4/8
HIM=17 1/8 1 12.5 2/8 25 5/8 62,5 1/8 2/8 -

n = nimero de ratas experimentales.



w

TABLA 1V

{Continuacibn)
CEPAS ALTERACIONES EN HIPERPLASIA SIN GRADOS DE RUBIN
LAS VELLOSIDADES LINFATICA ALTERACIONES

n=8 (v) n=8 v) n=8 (%) I II III

HLM-18 o/8 [} 6/8 75 2/8 25 - - 6/8

HIM-19 2/8| 25 5/8 62.5 1/8 12.5 - - 5/8
HIM=20 2/8| 25 4/8 50 2/8 25 2/8 4/8 -
HLM-21 4/8 | 50 2/8 25 2/8 25 4/8 2/8 -
HIM~22 3/8 37.5 3/8 37.5 2/8 25 3/8 3/8 -
HIM-23 1/8112.5 3/8 37.5 4/8 50 1/8 /8 -
HIM-24 o/8 0 4/8 50 4/8 50 - 4/8 -
HIM=-25 2/8 | 25 1/8 12,5 5/8 62.5 2/8 1/8 -

HIM-26 1/8 | 12,5 5/8 62.5 2/8 25 2/8 /8 3/8
HIM=-27 4/8 | 50 3/8 37.5 1/8 12.5 4/8 4/8 -
HIM-28 3/8 } 37.5 5/8 62.5 0/8 [} 5/8 3/8 -

HIM-29 o/8 [} 3/8 37.5 5/8 62,5 2/8 4/8 2/8

HIM-30 2/8 | 25 4/8 S0 2/8 25 3/8 4/8 1/8
HIM-31 0/8 1] o/8 0 a/8 100 8/8 - -
HLM=-32 2/8 | 25 1/8 12.5 5/8 62.5 4/8 4/8 -
HLM-33 3/8 137.5 2/8 25 3/8 37.5 5/8 3/8 -

HIM-34 3/8 | 37.5 3/8 37.5 2/8 25 3/8 3/8 2/8
HIM=-235 1/8 {12.5 1/8 12.5 6/8 75 2/8 - -
Teatigo o/8 0 o/8 0 o/8 0 - - -

n = nfimero de ratas experimentales.




ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS Y ACTIVIDAD ENZIMATICA,
DE LOS ANIMALES INOCULADOS CON LAS 35
CEPAS DE GIARDIA LAMBLIA

TABLA V

ACT1IVIDAD
BNZIMATICA ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS

CEPAS LACTASA U/mg EN MICROVELLOSIDADES HIPERPLASIA SIN

DE PROTEINAS LINFATICA ALTERACIONES

X % oos n=g () n=g () n=8 3
HiM-1 30.11¢ % 32,166 o/8 0 1/8 12,5 /8 37.5
HIM-~2 54.303 < 21,144 0/8 0 2/8 25 6/8 75
HLM~-3 58.271 f 20,597 2/8 25 2/9 25 4/8 50
HlM~4 24,961 3 15.554 3/8 37.5 3/8 37.5 2/8 25
HLM=-5 2,188 3 1,107 1/8 12,5 2/8 25 5/8 62.5
HLN-6 3.294 < 1,909 /8 37.5 2/8 25 3/8 37.5
HLM-7 3,073 ¥ 1,440 0/8 0 0/8 0 a/g | 100
HLM~8 2,235 7 0.874 4/8 50 2/8 25 2/8 25
HIN-9 3.531 3 2,109 o/8 [ o0/8 Y a/8 ‘100
HIM=-10 3.236 3 1.752 o/8 0 3/8 25 6/8 75
HLM-11 2,815 3 1.505 1/8 12,5 3/8 37.5 4/8 50
HLM~12 2,349 3 0,864 1/8 12.5 1/8 12.5 6/8 75
HIM=-13 3.933 < 2.481 2/8 25 /s 37.5 3/8 37.5
Testigo| 39.137 1 28,003 0/8 0 0/8 0 0/8 0
HiM=14 3,839 f 1,794 3/8 37.5 /8 37.5 2/8 25
HLM=-15 3.566 7 3.201 3/8 37.5 2/8 25 3/8 37.5
HIM=16 3.671 7 1.677 1/8 12.5 0/8 0 /8 87.5
HiM=17 2.756 5 0.864 1/8 12.5 2/8 25 5/8 62.5
HiM-18 .74 3 3.752 o/8 aQ 0/8 0 8/8 100
HiM=19 3.698 ¢ 1.704 0/8 0 0/8 0 8/8 100
HIM-20 | 4.271 2 3.259 1/8 12.5 2/8 | 25 5/8 62,5




TABLA V
{Continuacién)

ACTIVIDAD

ENZIMATICA ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS
CEPAS LACTASA U/mg EN MICROVELLOSIDADES HIPERPLASIA SIN

DE PROTEINAS . LINFATICA -ALTERACIONES

% * bs n=g (%) n=8 () n=8 Ity
HIM-21 3.194 3 1.452 4/8 50 2/8 25 '2/8 25
HLM-22 3.239 ¥ 1.154 3/8 37.5 3/8 | 37.5 2/8 25
HLM~23 3.636 3 30438 1/8 12.5 3/8 37.5 4/8 50
HLM~24 4.935 ¥ 2,816 0/8 0 4/8 | 50 4/8 50
Testigo | 52.136-% 45,002 0/8 0 0/8 0 0/8 0
HLM-25 1.452 3 o0.265 2/8 25 1/8 | 12,5 5/8 62.5
HLM-26 4.658 ¥ 4.094 1/8 125 5/8 | 62.5 2/8 25
HIM-27 '} 13.720 ¥ 9.574 4/8 50 3/8 | 37.5 1/8 12.5
HLM-28 | 28,650 % 11.466 3/8 37.5 5/8 | 62.5 0/8 0
HLM=29 23.760 ¥ 14.650 0/8 0 3/8 | 37.5 5/8 62.5
HLM-30 25.860 ¥ 16,521 2/8 25 478 | 50 2/8 25
HWM-31 | 25.434 £ 17,713 0/8 0 0/8 0 8/8 | 100
HIM-32 4.071 § 3.648 2/8 25 178 | 12.5 5/8 62.5
HLM-33 2.53 1 1.65 3/8 37.5 2/8 | 25 3/8 37,5
HLM-34 | 10.283 ¥ 6,832 3/8 37.5 am | 37.5 2/8 25
HIM-35 21.321 T 16.552 1/8 12.5 1/8 | 12.5 6/8 75
Testigo | 47.315 ¥ 38,202 0/8 0 0/8 0 0/8 -0




FIGURA IT.- Fotograffa de la impronta realizada, se observan po
cas cElulas epiteliales, algunos eritrocitos y una

Giardia lamblia, (Pass-Schiff 100 X}
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FIGURA TIII.-~ Fotograffa dc un corte de intestiro delgado, se ob
servan dos tipos de células epiteltalas eran fit ©rey
matina densa y dispersa y un aumento de elitroci-—

tos, (Pass-Schiff. 400 X).
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FIGURA IV.~ Fotografia de intestino delgado, se observa mayor -
tamafio de c8lulas epiteliales, observ&ndose su nfi--

cleo y cromatina (3000 X).
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s. Se observa la hiperplasia

FIGURA V.- Microfotografia de Fase

linfdtica de las microvellosidades intestinales nor

(Hematoxilina-rosina 100 X).

males.
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Se observan microvello

PIGURA VI.-~ Microfotograffa electrfnica.

sidades intestinales alteradas (4100 X).



FIGURA VII.- Microfotoyrafia de un corte de mucosa de intestino

delgada en la que se otmerva un aumentn de linfoei

tos. (llematoxilina-eosina. 250 X).

Ay



Se observa la hiper-

- Microfotograffa electrbnica.

FIGURA VIII.

plasia linfdatica con numerosos linfocitos con el

(4000 X).

nficleo.



4,2.- DISCUSIONES

La patologfa digestiva en la Giardia varfa mucho, se dice -
que &sta depende del huésped (2), perc a nuestro juicio el par§
sito interviene en forma determinante para el desarrollo de la-
enfermedad. De esta manera las diferentes cepas del protozoa -
Qio desarrollan un papel relevante manifestandose por produ --
cir una diferente sintomatologifa en el huésped particular para-

cada cepa.

En el presente estudio se tuvo cuidado de trabajar con ani-
males sin par8sitos y en caso de encontrarlos se les desparasi-

t6 incluso a los utilizados en la etapa prenatal.

Se considerb gque el corte de los animales fue homogéneo de
acuerdo al valor de coeficiente de Pearson, obtenido al relacio
nar los difas de gestacifn con la ganancia del peso de ellos, y
aunque las pendientes de esta relacién no fueron iguales, las -

diferencias se atribuyeron al nfimerc de crfas.

Este parametro en el trabajo era muy importante, porque en-
caso de utilizar animales desnutridos en la etapa prenatal, las
crias estarfan determinadas por &l. Pues se ha reportado {9) -~
que hay predisposicibn a parasitarse o bien tener un giardia -
sis m&s grave manifest&ndose en los diferentes niveles de absor

cibén intestinal reflejada por la ganancia o pérdida de peso,
De esta manera el hu€sped estarfa contribuyendo en forma -
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importante y no se podria valorar el dafio causado por las dife-

rentes cepas de Giardia lamblia per se.

Con los resultados aguf mostrados se tiene seguridad de -
que los animales utilizados (crfas) mantuvieron las mismas con=-
diciones y que cualquier varjiaci8n en el pardmetro se debfa ex-

clusivamente a la patogenicidad del parésito,

La inoculacifn experimental con las distintas cepas de -
G, lamblia di¢” como resultado gue aproximadamente en el dia no-
veno el par8sito apareciera en las heces fecales. Sin embargo,-
se infiere gue @ste colonizb en el intestino delgado en el dfa
quinto, ya que ese dila se present una disminucibn en el peso -
de los animales inoculados con una mayor o menor importancia, =

esto como resultado de una deficiente absorcibn intestinal,

Al compararse estos resultados con los de otros autores =
{5,33,36) en estudios experimentales semejantes, se ohserva gue
fueron diferentes, pues ellos obtuvieron resultados muy distin-—
tos entre el dfa 2 y 12, por lo que se infiere que se debe a la

variacién a la metodologfa.

La respuesta inmune humoral en giardiasis ha sido estudia-
da experimentalmente (26,41) en donde se ha demostrado que la -
produccifn de anticuerpos se lleva a cabo como resultado de 1la

fagocitosis de los fragmentos de Giardia lamblia, por los macr8

fagos, los que aproximadamente en 15 minutos destruyen al protg

zoaric y procesan al antigeno para presentarlo a los linfocitos
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T y B, inici8ndose la proliferacién de linfocitos B gensibiliza
dos, para de esta manera, llegar hasta células plasmiticas y -~

producir anticuerpos especificos de la clase IgM, IgC e IgA (3).

La respuesta inmune humcral en este estudio mostr$ que hu -
bo especificidad de cepa, pues el titulo de anticuerpos fué més
alto cuando se utiliz6 como antfgeno la cepa Portland, aunque -
mostrS epitopos comparativos con otras cepas, a pesar de gue €S
tos fueron bajes. Lo cue coincide con lo ya reportado por otros
autores (28) pues se ha demostrado gque inmunocgénicamente G. lam
blia no siempre es capaz de desarrcllar una respuesta inmune -

humoral importante.

Al llevar a cabo la necropsia en los animales las alteracig
nes macrcscdpicas correspondiercn a: n6dulos hlanguecinos (gra-

sa) aerofagia y el plegamiento del intestino.

Toda esta patologfa corresponde a lo referido en las para--
sitosis por Giardia en humanos (6,7,17,18). Sin embhargo, esto -
no se present6 en todos los casos; la mayor proporcifn encontra
da de estos parfmetros fue del 508, relacion&ndose con el ha =~
llazgo de observar al par8sito en las improntas como sucedif -

con las cepas HLM-8, HLM=-20, HLM-30 y HLM=35.

Las alteraciones en las microvellosidades determinadas por-
el fndice de Rubin para demostrar el nivel de lesi6én ocasionado
por Giardia lamblia mostr$ diferencias entre las cepas estudia-

das, en donde la cepa HLM-6 y HLM-8 desarrollaron el nivel 1II,
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asf como las cepas HLM-16, HLM-18 y HLM-19 mostr&ndose capaces
de producir niveles I, II y III en la mayorfa de los animales =~

inoculados con estas cepas de Giardia lamblia.

Igualmente en todos se observé hiperplasia linf&tica tam--
bién sefialada por los autores (20,23) como la alteracién del in

testino mis comGn por Giardia lamblia.

La actividad especifica de lactasa fue baja en los anima--
les inoculados con 24 cepas de Giardia lamblia, se obtuvieron -
valores menores de 5 U/mg de protefnas y s6lo tres de ellos tu-
vieron una actividad de lactasa de mis de 30 U/mg de proteina,-

cifras semejantes a las obtenidas en el grupo testigo.

Si se considera que las enzimas se localizan en las célu--
las de las microvellosidades intestinales se podrfa inferir que
la alteracién morfolégica en ellas trajo como consecuencia una

modificacibn enzimftica.

Al tratar estadfsticamente estos dos par8metros los resul-
tados obtenidos fue una probabilidad de P = 0,010, con lo gque -
se demostré la correlacibn entre estas dos alteraciones, a pe--

sar de que no todas las cepas tuvieron el mismo comportamiento.

La otra determinacién que se presentb con mucha frecuencia
en este estudio fue la hiperplasia linfitica correspondiente a
un incremento de células linfoides, en donde algunos coincidie-

ron con una actividad enzim&tica de lactasa baja. Al tratar es-
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tos resultados mostraron un valor de P = 0,0063, con lo que se -
deduce que si hubo diferentes niveles de patogenicidad en las -

cepas de Giardia lamblia estudiadas.

Pe acuerdo a las observaciones microsc8picas el diferente
nivel de patogenicidad se correlacion6 con el aplaneamiento o en
sanchamiento de las microvellosidades, lo cual fue observado en
11l cepas de Giardia lamblia {(HLM-1, HLM-4, HLM-6, HLM-8, HLM-14,
HLM-15, HLM-21, HLM~22, HLM-27, HLM-23, HLM-33 y HLM-34), confir
mando esto con el microscopio electrfnico, en donde se obtuvo ~=

una visibén m&s detallada de esta alteracién.

De igual manera la hiperplasia linfitica fue observada, aun

que se presentaron niveles desde 12.5 hasta 75%.

Por lo que se infiere gue las cepas de Giardia lamblia estu
diadas, presentaron diferentes niveles de patogenicidad, lo cual
podria responder a la diferente sintomatologfa que se observa --

cuando un individuo porta Giardia lamblia en su intestino.
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CAPITULO
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CONCLUSIONES

Se estudiaron diferentes pardmetros entre los cuales se in
cluyeron ganancia de peso, respuesta humoral, alteraciones
macrosc8picas, presencia del protozoario en improntas, al-
teraciones en las microvellosidades intestinales, hiperpla
sia linfdtica, asi como su correlacibn entre ellas, Para -
determinar diferencias de patogenicidad en animales experl

mentales inoculados con 35 cepas de Giardia lamblia.

Después del novenc dfa de inoculacifn, se cbserv8 al proto
zoario en lasheces de los animales, coincidiendo todos en
la pé&rdida de peso. Sin embargo, las alteraciones en las -

microvellosidades intestinales no siempre se observé.

La actividad de lactasa fue baja en la mayorifa de ellos, -
coincidiendo con el aplanamiento de las microvellosidades

intestinales, su correlacién fue estadisticamente signifi~-
cativa y s8lo en las cepas HIM-1, HIM-2 y HIM-3, se presen
taron niveles enzim8ticos comparables con el testigo, co--
rrelaciondndose a su vez con la falta de alteraciones mi-

crosc6picas.

La hiperplasia linf8tica igualmente se manifestd en el 60%
de los animales y su correlacibn con la actividad enzimdti

ca fue estadisticamente significativa.



De acuerdo a estos hallazgos se infiere que existe una re-
lacifn entre patogenicidad y cepa. En este caso la mayorfa
corresponde a cepas pat8genas, aunque la relacién inmunolf
gica no fuera importante, pudiendo ser esto una explicacifn
a lo que sucede en el individuc cuando porta Giardia lam-
blia en donde en ocasiones puede estar asintomtico, pero
las alteraciones intestinales pudieran estar presentes sin

manifestarse.
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