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1. Resumen  
La Giardiosis juega un papel importante de salud pública en los países en vías de  desarrollo 
(Furtado et al., 2012; Yaoyu y Xiao, 2011). Afecta principalmente la edad pediátrica, causa 

vómito, dolor epigástrico, náuseas, diarrea y mala absorción de nutrientes (Espelage et al., 

2010) provoca pérdida del desarrollo cognitivo y físico (Minetti et al., 2015; Chen et al., 2013; 
Busatti et al., 2013). 

Se utilizaron trofozoítos de la cepa INP220806-HGINV, ésta se mantuvo y  se expandió para la 

inmunización de cinco ratones BALB/c hembras, con la finalidad de  utilizar las células del bazo 

del ratón para la producción de hibrídomas. Se utilizó la prueba de ELISA para medir la 
respuesta inmune y seleccionar los hibrídomas productores de anticuerpo. Por clonación 

limitante se obtuvo la clona 1A10 D4 E3. 

Al anticuerpo monoclonal (1A10 D4 E3) se le acoplo el  isotiocianato de fluoresceína, para 
poder utilizarlo como inmunomarcaje de  trofozoítos de Giardia duodenalis de la cepa 

INP220806-HGINV, como una técnica alternativa de detección de este parásito, sin embargo 
dicha clona tiene reacción cruzada con Trichomona vaginalis. 

 

Palabras clave: Giardia duodenalis,  anticuerpo monoclonal, inmunomarcaje, Trichomona 

vaginalis 
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Abstract  

Giardiosis is an important role of public health in developing countries (Furtado et al, 2012; 

Yaoyu and Xiao, 2011). Mainly affects the pediatric age, causing vomiting, epigastric pain, 

nausea, diarrhea and malabsorption of nutrients causing loss of cognitive and physical 
development (Minetti et al., 2015; Espelage et al., 2010; Chen et al., 2013; Busatti et al., 2013) 

We used trophozoites the INP220806-HGINV strain, this was maintained and expanded for 

immunization of five mice BALB / c mice, with the goal of using the mouse spleen cells for 

hybridoma production. ELISA was used to measure the immune response and select antibody 
producing hybridomas. By the limiting cloning, it was obtained the clone 1A10 D4 E3 

The monoclonal antibody (1A10 D4 E3) was coupled fluorescein isothiocyanate, to use it as 

immunostaining  by Giardia trophozoites of INP220806-HGINV strain, for an alternative 

technique of detection  this parasite,  nevertheless this cloned has cross reaction with 
Trichomonas vaginalis 

Key words: Giardia duodenalis, monoclonal antibody, immunostainig, Trichomona vaginalis 
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2. Introducción 
 

La Giardiosis juega un papel importante de salud pública en los países en vías de  desarrollo 
(Furtado et al., 2012; Yaoyu y Xiao, 2011). Afecta principalmente la edad pediátrica, causando 

vómito, dolor epigástrico, náuseas, diarrea y mala absorción de nutrientes (Espelage et al., 2010) 

provocando perdida del desarrollo cognitivo y físico (Minetti et al., 2015; Chen et al., 2013; Busatti 
et al., 2013). 

La infección se trasmite por la vía oral-fecal. Inicia  cuando el hospedero ingiere quistes que se 

pueden encontrar en agua contaminada o en comida (Adam, 2001; Abossie y Seid, 2014). 

Asociada con malas condiciones sanitarias (en países en vías de desarrollo), la infección también 
se puede dar por viajes internacionales e inmigración para países desarrollados (Espelage et al., 

2010).Casi 2 millones de personas se  infectan con este parásito en todo el mundo, se reportan 
500, 000 casos nuevos al año (Hoque et al., 2002). 

Hay diferentes técnicas  para detección de parásitos, las más comunes en cualquier lugar del 

mundo son las coproparasitoscópicas  por las que se pueden obtener y/o detectar la presencia del 
parásito (Rajurkar et al., 2012). En caso de no detectar al organismo mediante los métodos 

anteriores, existen diversas técnicas  empleando anticuerpos, las cuales son ideales para aquellos 

laboratorios donde no se tiene personal especializado en ensayos inmunoenzimaticos como  

ELISA, ésta es una de las pruebas más específicas para detección de este parásito (Chakarova, 
2010). 

Es indispensable encontrar alternativas eficientes para poder hacer un diagnóstico rápido de ésta 

enfermedad sin la necesidad de personal especializado en dichas pruebas de diagnóstico, para un 
diagnóstico anticipado y un tratamiento eficaz. 

 

2.1. Características Generales de la Giardiosis 
 

El agente etológico de la Giardiosis es Giardia duodenalis (Espelage et al., 2010) también 

conocido como Giardia lamblia y Giardia intestinalis  (Monis et al., 2010;  Yaoyu y Xiao, 2011)  

este parásito es binucleado y flagelado, se encuentra en anfibios, aves y  mamíferos(Yaoyu y 

Xiao, 2011).Carece de retículo endoplásmico, aparato de Golgi, glicosomas, mitocondrias o 
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peroxisomas (Plutzer et al., 2010; Xin et al., 2005). Presenta hidrogenosomas y mitosomas, como 

vestigios mitocondriales para la producción de hidrogeno (Cavalier-Smith, 2003) 

 

Figura 1. Trofozoíto de Giardia duodenalis (Thompson y Monis, 2004). 

2.2. Morfología  
Trofozoíto 

El trofozoíto mide aproximadamente de 12  a 15 μm de largo, con forma de pera (Adam, 2001) de 

7 a 9 μm de ancho y 1 o 2 μm de espesor, de simetría bilateral, la parte anterior es más ancha que 

la posterior y redondeada, mientras que la parte posterior es delgada y termina en punta 
(Thompson, 2004; Adam, 2001).  

Las partes que conforman al  trofozoíto son: cuatro pares de flagelos  (anterior, posterior, caudal y 

ventral), cuerpo medio y disco suctor o adhesivo en la parte ventral. Tiene dos núcleos (Gadelha 
et al. ,2015; Adam, 2001). 

Flagelos: los cuatro pares de flagelos son simétricos, con un origen en ocho cuerpos parabasales, 
se localizan a los lados de la línea media, cerca de los núcleos (Gadelhaet al. ,2015) 

Cuerpo medio: es una estructura plasmática, formada por microtúbulos, a éstos se les ha 

asociado a funciones como división celular, construcción del disco suctor en células hijas y 

soporte de la región terminal donde no hay disco suctor y  reserva de lipoproteínas (Thompson, 

2004; Adam, 2001). 

El disco suctor o adhesivo se localiza en la parte anterior,  mide de 8 a 10 μm. La capacidad de 

adherencia del parásito a la mucosa de intestino es dada por mecanismos de hidroadhesión, ya 
que la membrana del disco contiene lectinas que se utilizan para la adhesión (Gadelha et al., 

2015; Adam 2001).  
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Núcleos: cuenta con dos núcleos de forma ovoide, con endosoma diferenciado, la membrana 

nuclear es delgada (Thompson, 2004; Adam, 2001). Ambos tienen la misma cantidad de DNA y 
son activos transcripcionalmente (Xin et al., 2005). 

Los trofozoítos en la superficie tienen un tipo de proteínas que pertenecen a la familia llamada 

Proteínas Variables de Superficie (VSP). Estas proteínas crean una interfaz entre el hospedero  
y/o medio y el parásito (Lujan, 2006). 

En  mamíferos el trofozoíto de Giardia sp. se encuentra en la parte superior del intestino delgado 

(Fiorillo et al., 2014).Se han demostrado rasgos estructurales nucleares  y funciones de éstos 

concluyendo que los nucléolos pueden estar presentes en Giardia. Estos nucléolos tienen algunas 

características distintivas: estas estructuras parecen ser estables a lo largo progresión del ciclo 

celular puesto que éstos se observaron en trofozoítos y quistes, sin embargo, la cinética 
detalladas de su montaje necesita más investigación utilizando cultivos de Giardia duodenalis en 

crecimiento y en enquistamiento. Este problema se está estudiando actualmente (Jiménez et al., 

2008). 

 

Quiste 

Es la forma de resistencia al ambiente (Adam, 2001) ya que la pared glicoproteíca externa protege 

al parásito de las condiciones adversas del ambiente por ejemplo de los  desinfectantes (Lujan, 

2006). Tiene un diámetro de 8 a 12 μm; contiene cuatro núcleos; la pared tiene de 0.3 a 0.5 μm de  

grueso y dos membranas, es incoloro, carecen de mitocondrias, retículo endoplásmico, aparato de 
Golgi y lisosomas (Thompson, 2004; Adam, 2001). 
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Figura 2. estadios de Giardia duodenalis.  A) trofozoíto y B) quiste  
(tomado de https://o.quizlet.com/CWkd7STS-2Gqsm4lWeS3Wg_m.png) 

 
 

2.3. Ciclo de vida 
El ciclo de vida de G. duodenalis es directo, ya que no tiene hospederos intermedios para 

completar su ciclo (Faubert, 2000). G. duodenalis tienen dos estadios en su ciclo de vida, el 

trofozoíto y el quiste (Adam, 200). 

La infección inicia por la ingesta de quistes de G. duodenalis, éstos se desenquistan con el pH 

ácido del estómago, así liberan los trofozoítos en el intestino delgado (Lujan, 2006).  

Los trofozoítos colonizan en el yuyeno, y dependiendo del estado inmunológico del huésped 

pueden encontrarse también en el duodeno (Indira y Herrera, 2005) y al encontrar un ambiente 

pobre en colesterol, induce la formación de quistes que son excretados con las heces (Lujan, 
2006). 

La humedad y la temperatura ambientales son factores muy importantes en el desarrollo del ciclo, 

al ser un parásito no especifico, puede tener hospederos como mamíferos incluyendo al ser 

humano, entre otros animales domésticos (Lujan, 2006), además de algunos anfibios y aves  

(Yaoyu y Xiao, 2011). 
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Figura 3. Esquema del ciclo de vida de G. doudenalis. 

 

2.4. Mecanismos de transmisión   
La infección de esta parasitosis inicia ingiriendo agua o  comida contaminada con quistes de G. 

duodenalis. Se trasmite por la vía oral-fecal (Abossie y Seid, 2014).  

Se asocia con malas condiciones sanitarias, principalmente en países en  vías de desarrollo, 
también por viajes internacionales e inmigración para países desarrollados (Espelage et al., 2010). 

El mecanismo de transmisión puede  ser de dos tipos: de humano a humano (antropomórfica) 
(Koehler et al., 14); por ejemplo: una persona con quistes, al ir al baño y al no lavarse las manos 

enseguida prepara algo para comer a otras personas, éstas pueden infectarse. O de humano a 
animal (zoonótica) (Koehler et al., 2014), es decir, cuando una persona igualmente va al baño y no 

se lava las manos, después juega con éstos (perro o gato) estos lamen sus manos y pueden 
infectarse.  
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2.5. Patogenicidad y mecanismos parasitarios  
La Giardiosis puede tener diferentes manifestaciones clínicas, esto dependerá del tipo de 

interacción que se pueda establecer  entre hospedero-parásito al ser infectado el ser humano 
(Almonili et al. ,2009). 

Puede haber un portador asintomático o bien presentar una diarrea de larga duración con 
malabsorción (Espelage et al., 2010). Los síntomas más comunes son: vómito, dolor epigástrico, 

náuseas y diarrea (Stadelman et al., 2013), hasta llegar a una malabsorción de nutrientes en una 

infección crónica. En algunas ocasiones daño la mucosa intestinal, ocasionando una pérdida de 
proteínas más severamente en huéspedes inmunodeprimidos (Furtado et al., 2014). Además 

puede causar complicaciones post infección, por la presencia del parásito, aun cuando éste ya se 
ha eliminado (Halliez y Buret, 2013). 

Esta zoonosis también puede causar perturbaciones en el desarrollo físico y cognitivo en niños 
(Busatti et al. ,2013) 

El trofozoíto por medio del disco en la parte ventral se adhiere a la parte superior del intestino. 
(Furtado et al., 2014), a partir del cual se inicia un daño mecánico (Ponce et al., 2008) con 

interacciones con lectinas y anexinas (Martínezet al. ,2014) produciendo daño epitelial por 
diferentes mecanismos bioquímicos (Ponce a et al., 2008). 

La interacción de G. duodenalis con los enterocitos y células  caliciformes induce a una reducción 

de α-actina, además de una reorganización de la F-actina y  α-actina (Buretet al., 2002), que 

debilita la barrera epitelial creando huecos en  ésta. Se altera el equilibrio iónico celular, además 
genera lesiones en el borde de las microvellosidades y el epitelio (Martínezet al., 2014), hay una 

malabsorción de Na+ y D-glucosa (Troeger et al., 2007). Se presenta diarrea (Martínez et  al., 

2014), aumentando la permeabilidad intestinal por modificaciones en el epitelio. Así este parásito 
puede manipular el entorno para su supervivencia. 

G. duodenalis puede competir con el hospedero por arginina para reducir la producción de óxido 

nítrico en las células epiteliales al estar en contacto con las VSP,  cambiando la expresión de 

genes para las proteínas de superficie del trofozoíto y evita una respuesta inmune contra el 
parásito utilizando las interacciones proteína-proteína (Lujan et al., 1995). Además de la reducción 
de hierro y/o zinc compite por los micronutrientes del huésped (Ponce et al., 2008). 

Las secreciones de proteasas protegen a los trofozoítos degradando la IgA secretada (Ponce et 

al., 2008) para contrarrestar la respuesta inmune específica para Giardia. Estas mismas 
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secreciones de proteínas pueden actuar como caspasas y promueven la apoptosis de los 
enterocitos (Martínez et al., 2014). 

 

2.6. Taxonomía  
Giardia duodenalis  es una especie que taxonómicamente se conoce  en la literatura médica y 

parasitológica por los sinónimos de Giardia lamblia y Giardia intestinalis, ya que estos nombres se 

usan de forma indistinta para distintas cepas de esta especie; pero el nombre adecuado y con el 
que manejará esta tesis es el de Giardia duodenalis (Filice, 1952). Aunque el otro es un sinónimo 

de acuerdo con las reglas de nomenclatura zoológica este es el único nombre adecuado para este 
parásito (Monis et al., 2010). 

Históricamente G. duodenalis  fue observada por primera vez por Leeuwenhoek en 1681 en sus 

propias heces (DuPont, 2013). Sin embargo, la primera descripción detallada de este parásito la 
realizo Lambl en 1859, quien lo nombró Cercomonas intestinalis (Cox, 2002; Faubert, 2000). 

Después Grassi en 1879, encontró otro género de Giardia en roedores, estos organismos tenían  

forma oval con 4 flagelos y con estructuras parecidas a núcleos. A estos los denominó 
Dimorphusmuris. (Adam, 2001). Ya en 1881 cambió el nombre a Megastoma entericum (Vázquez 
y Campos, 2009). 

Kuntler en 1883 describió éste organismo en renacuajos al que denomina Giardia, y fue la primera 

vez que se utilizó (Adam, 2001). Después Blanchar en 1888 sugiere el nombre de Lamblia 

intestinalis. En 1902 Stiles cambió el nombre a Giardia duodenalis (Adam, 2001; Thompson et al., 

2004). Por lo tanto se conserva este nombre y los sinónimos son Giardia lamblia y Giardia 

intestinalis, que se utilizan por la costumbre. 

De acuerdo a la clasificación de Ruggiero et al., 2015,  Giardia duodenalis por poseer núcleo se 

encuentra dentro del Súper-reino Eukaryota.  Por ser un parásito con  apariencia asimétrica y 

con ranura de alimentación  se encuentra dentro del  súpergrupo de los Excavata. En el Phyllum 

Metamonada por la presencia de flagelos en grupos de cuatro, asociados con el núcleo y 

pertenece al Sub-phyllum Trichoza por no tener mitocondria, hidrogenosomas y peroxisomas 
(Cavalier-Smith, 2003a). 
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Súper-reino: Eukaryota  (Chatton, 1925) 

Reino: Protozoa (Goldfuss, 1818)  

                  Sub-reino: Eozoa (Cavalier-Smith, 1997) 

                      Infra-reino: Excavata (Cavalier-Smith 2002 -- Simpson 2003) 

                           Phyllum: Metamonada (Grassé, 1952 -- Cavalier-Smith 1987) 

                     Sub-phyllum: Trichoza Cavalier-Smith 1997 

                         Clase: Eopharyngea  Cavalier-Smith, 1993 

                             Orden: Diplomonadida Wenyon 1926, emend. Brugerolle et al. ,1975 

                                Familia: Giardiidae Kulda y Nohy´nkova´ 1978 

                         Género: Giardia Roger, et al. , 1998; Morrison et al. ,2001;    
kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk  Tachezy-Horner y Embley, 2001) 
                                                      Especie: Giardia duodenalis (Stiles, 1902 

2.7. Especies 

Existen  7 especies de Giardia: G. agilis (Kunstler 1882), G. ardae (Noller 1920), G. duodenalis, G. 

muris (Grassi 1879; Benson 1908), G. psittaci (Erlandsen and Bemrick, 1987), G. microti (Benson 
1908) y G. varani (Lavier 1923); ésto está relacionado con el tipo de hospedero al que parasitan.  

En la tabla 1 se muestran algunas características de cada especie (Ryan y Cacciò, 2013; Yaoyu y 

Xiao, 2011). 
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Cuadro 1. Características morfológicas de las diferentes especies de Giardia. 

 
Especies 

 
Características 
morfológicas 

Tamaño 
largo/ 
ancho 
μm 

 
Hospederos 

 
Referencia 

     
G. agilis 
(Kunstler 
1882) 

Cuerpo medio en forma 
lagrima 

20-30/4-5 Anfibios (Thompson, 2004; 
Adam, 2001) 

G. muris 
(Grassi 
1879;Benson 
1908) 

Cuerpo medio redondo 9-12/5-7  Aves 
Roedores 

(Thompson, 2004; 
Adam, 2001) 

G duodenalis 
(Stiles 1902) 

Cuerpo medio en forma 
de clava 

12-15/6-8 Mamíferos (Thompson, 2004; 
Adam, 2001) 

G. ardae       
(Noller 1920) 

Cuerpo medio 
pleomórfico que carece 
de flagelo caudal y con 
muesca en disco ventral 

Aprox. 
10/ Aprox. 
6.5 

Garzas  (Thompson, 2004; 
Adam, 2001) 

G. psittaci 
(Erlandsen 
and Bemrick, 
1987) 

Cuerpo medio en forma 
de clava, sin flanco 
ventrolateral 

Aprox. 14/ 
Aprox. 
6 

Loros y 
papagayos 
(Psitácidos) 

(Thompson, 2004; 
Yaoyu y Xiao, 
2011) 

G. microti 
(Benson 1908) 

Cuerpo medio en forma 
de clava, quistes con dos 
trofozoítos con discos 
ventrales maduros  

 Topos y  
roedores 

(Yaoyu y Xiao, 
2011; Adam, 2001) 

G. varani  
(Iavier 1923) 

Carece de cuerpos 
medios 

----- Varano 
 (Varanus 
salvator) 

(Ryan y Cacciò, 
2013; Yaoyu y 
Xiao, 2011) 

 

2.8. Ensambles  
Giardia tiene una gran variedad de hospederos, esto ha causado diferencias moleculares en 

algunas cepas, algunos autores sugieren que G. duodenalis se encuentra en un proceso de 

especiación (Ryan y Cacciò, 2013).  
Los ensambles A y B corresponden a los humanos y otros primates principalmente (Patti et al., 

2014; Martínez et al., 2014; Plutzer et al., 2010). C y D mayormente se encuentran en perros. El 

ensamble E se encuentra comúnmente en animales de ganadería. En felinos se encuentra el 
ensamble F. El G en ratas (Manuscript, 2012; Plutzer et al., 2010). Por último el H se encuentra en 

mamíferos marinos principalmente (Ryan y Cacciò, 2013; Yaoyu y Xiao, 2011). En el cuadro 2 se 

muestran las especies propuestas en conjunto con sus hospederos. 
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Cuadro 2. Especies propuestas para cada ensamble de Giardia duodenalis. 

 
Ensamble 

Especies 
propuestas 

 
Hospederos 

 
Referencia 

 A G. doudenalis 
(Stiles 1902) 

Humanos y otros primates, 
rumiantes, cerdos, caballos, 
caninos, gatos, hurones, roedores, 
marsupiales y otros mamíferos 

(Plutzer et al., 2010; David 
et al. ,2014) 

B G. doudenalis 
(Stiles 1902) 

Humanos y otros primates, 
ganado, perros, caballos, conejos, 
castores, ratas 

(Plutzer et al. , 2010; 
David et al. ,2014) 

C y D G. canis 
(Hegner 1922) 
 

Caninos  (Plutzer et al. ,, 2010) 
(Martínez et al. ,2014) 

E G. bovis 
(Fanthan 
1921) 
 

Rumiantes domésticos y cerdos (Manuscript 2012; Plutzer 
et al. ,2010) 

F G. cati 
(Deschiens 
1925) 
 

Gatos  (Manuscript, 2012) 

G G.  simodi 
 

Topos y ratones (Manuscript, 2012; Plutzer 
et al. ,2010) 

H      -------- Mamíferos marinos y gaviotas (Ryan y Cacciò, 2013; 
Yaoyu y Xiao, 2011) 

 

 

2.9. Inmunología 
Giardia coloniza primordialmente el duodeno y el yeyuno, ambos de los cuales son ambientes 

hostiles que limitan la supervivencia de los microbios debido a sus altas concentraciones de 

enzimas digestivas y bilis. El moco que es secretado por las células caliciformes intestinales 

protege a las células epiteliales de las enzimas digestivas e impide el acceso de patógenos al 
epitelio, incluyendo Giardia. Los péptidos antimicrobianos (AMP) son péptidos pequeños (<40 

aminoácidos). Se producen por una variedad de células huésped, incluyendo células de Paneth 

epiteliales (López et al., 2015). 

Las células epiteliales intestinales pueden sintetizar óxido nítrico (NO), que tienen actividades 

citotóxicas e inmunomoduladoras. El NO se produce enzimáticamente a partir de L-arginina por la 

acción de la NO sintasa (NOS). Se ha demostrado que el NO inhibe el proceso de exquistación y 
también induce un efecto citostático sobre los trofozoítos de G. doudenalis. Los  genotipos B y E 
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de trofozoítos son más susceptibles a NO que el genotipo A, lo que sugiere que el NO actúa de 
manera genotipo-dependiente (López et al., 2015). 

Pero Giardia puede inhibir la producción de NO tomando el consumo de arginina como fuente de 

energía; produciendo ornitina, lo que puede inhibir la captación de arginina por el epitelio 
intestinal, la falta de arginina induce a apoptosis en líneas celulares humanas. 

Los macrófagos derivados de los órganos linfoides (Alparo, 2005) y de la leche pueden engullir 

trofozoítos de Giardia tanto in vitro como durante la infección. Los neutrófilos pueden participar 

como efectores durante la Giardiosis. La incubación de neutrófilos polimorfonucleares humanos 
(PMN) con trofozoítos de Giardia y suero hiperinmune desencadena una respuesta oxidativo en 

PMN. Se ha demostrado que la IL-5 desempeña un papel central en el desarrollo de eosinófilos, 

activación y supervivencia. Los mastocitos son reconocidos actualmente como células efectoras 
de la respuesta inmune contra varios parásitos. 

Los mastocitos también pueden contribuir a la supervivencia de las células B, la activación y la 

diferenciación en células plasmáticas, impulsando el desarrollo de respuestas inmunes humorales 
orientadas IgA. 

Las células dendríticas (DC) actúan en la eliminación de Giardia, este es un activador de las DC. 

Las giardias lisadas y proteínas de secreción- excreción pueden activar la maduración de las DC  

causando un aumento de la expresión de citosinas pro inflamatorias, tales como IL-6, TNF-a, IL-

12, y  moléculas de superficie, como CD80, CD86, moléculas  de MHC II. En consecuencia, la 
presencia de Giardia puede activar la maduración y migración de DC al sitio de la infección (López 
et al., 2015). 

Las células de los micropliegues (M), encargadas de llevar el material extraño del lumen intestinal 

a los tejidos linfoides por transporte transepitelial. Las células M y DC pueden estar implicados en 

el transporte de antígenos de Giardia-específicos a los órganos inmunes locales y sistémicas. Las 
células M podrían permitir el movimiento de los antígenos específicos para Giardia en las placas 

de Peyer, las DC inducen la baja regulación de uniones estrechas de modo que puedan migrar a 
otros sitios e inducir mecanismos inmunes adaptativos. 

La citosina más elevada durante la Giardiosis es IL-6, ésta induce las respuestas celulares innatas 

y también diferenciación de células B. IL-6 y IL-17 participan en el desarrollo de las células T CD4 

+ Th17, que median primeros mecanismos inmunes adaptativos. Los linfocitos Th17 juegan un 
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papel importante en la eliminación de Giardia. Otra citosina que es liberada durante la infección es 

TNF α. 

La primera respuesta inmune es local, da una solución espontánea, pero no es completamente 
exitosa. Al iniciar una detección de antígeno de G. duodenalis, se incrementan los linfocitos  y se 

activan las células T (CD4) (Alparo, 2005), después se promueve la formación de anticuerpos y 
por ultimo una respuesta inflamatoria celular (Indira y Herrera, 2005; Dreesen et al., 2014).Las 

células T CD4 + son importantes mediadoras de la eliminación Giardia, las células T CD8 + 
desempeñan el papel de la inmunopatología de la enfermedad (López et al., 2015). 

Giardia requiere respuestas inmunes humorales y celulares de la mucosa, tales como la respuesta 

equilibrada de las células T CD4 + específicas, la liberación de citocinas, incluyendo IL-6, TNFα, 

IFNγ y IL-4, y la producción de anticuerpos IgA o IgG específicos contra antígenos del parásito 
(Abdel et al. 2013). Los anticuerpos, en particular del isotipo IgA, contribuyen al mantenimiento de 

la inmunidad protectora contra la Giardiosis, se pueden detectar en la saliva humana y la leche 
materna (López et al., 2015).  

La respuesta inmune celular aún no se determina por completo para ésta enfermedad (Furtado et 

al., 2012).  Pero las células CD4 tienen memoria específica para este parásito, que producen 

interleucinas para generar una respuesta humoral, después se formarán anticuerpos contra el 

antígeno producido por el parásito, donde se podrá controlar y posiblemente eliminar la infección 
(Indira y Herrera, 2005). 

 

2.10. Distribución geográfica y epidemiología 
Giardia duodenalis es un parásito  cosmopolita (Reyes et al., 2014) causando enfermedades 

intestinales en humanos y otros animales. Casi 2 millones de personas se  infectan con este 
parásito en todo el mundo. Se reportan 500, 000 casos nuevos al año (Hoque et al., 2002). 

El reporte de prevalencia de esta parasitosis depende de factores como área geográfica, grupo de 
estudio, sensibilidad a los métodos de diagnóstico, accesibilidad a cuidados médicos (Escobedo et 

al., 2014); además de las características socioeconómicas, como condiciones de pobreza y la 

deficiencia de infraestructura (Sánchez et al., 2000). En el cuadro 3 se muestran algunos casos 

reportados en el mundo sobre esta parasitosis. La Organización Mundial de la salud (OMS) 

indican que unas 3,500 millones de personas están infectadas por parásitos intestinales, 
presentando una  mortalidad de aproximadamente el 10 % de las diarreas (Espinoza et al., 2015).  
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Afecta  a niños principalmente y adultos. Los signos y síntomas son: vómito, dolor epigástrico, 

náuseas, diarrea y mala absorción de nutrientes; provoca pérdida del desarrollo cognitivo y físico 
(Minetti et al., 2015; Chen et al., 2013; Busatti et al., 2013). Los síntomas clínicos dependen de la 
cantidad de parásitos y el grado de infección  (Espinoza et al., 2015). 

En México, esta parasitosis intestinal es una de las principales causas de morbilidad, (Sánchez et 

al., 2000). La frecuencia de la parasitosis en toda la República Mexicana es muy variable, con 

cifras que fluctúan del 2% al 39% (Vázquez y Campos, 2009). Se demostró una prevalencia de 
44.6% de casos de enfermedades diarreicas son causados por Giardia duodenalis  en un estudio 

realizado en 2015 (Espinoza et al., 2015), algo que afecta la salud pública, principalmente en 

niños.   

Actualmente está parasitosis se considera como una infección re-emergente debido al aumento de 
su frecuencia y por la transmisión zoonótica y antropomórfica (Indira y Herrera, 2005).  

Cuadro 3. Prevalencia de Giardiosis en el mundo. 

País/ localidad 
 

# de 
muestras 

Edad # de casos + Referencia 

Etiopía 400 5-15 11.7 Abossie y Seid, 2014 
Rwanda 119 Prescolares 20 Niyizurugero et al., 2013 
España 211 1-16 34 Goñi et al., 2010 
Venezuela  191 Niños y 

adolescentes 
82.120 Espinoza et al., 2015 

Bolivia  305 Niños y 
adolescentes 

81.9 Espinoza et al., 2015 

 

Cuadro 4. Casos reportados de Giardiosis en México. 

País-localidad # de muestras Edad # de casos + Referencia 
Ciudad de 
México 
(Xochimilco) 

986 0-5 8.7 Cifuentes et al., 2004 

Ciudad de  
 
México 

200 0-1 50 Sánchez et al., 2006 

Ciudad de 
México 

81 19 aprox. 44.6 Espinoza et al , 2015 

Ciudad de 
México 

3643 1-59 53.3 Cedillo et al., 2009 
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2.11. Diagnosis y tratamiento 
Hay diferentes técnicas  para detección de parásitos, las más comunes  en cualquier lugar del 

mundo son las coproparásitoscópicas que son por las que se pueden obtener y/ o detectar la 

presencia del parásito. Otro tipo de técnicas utilizadas son fluido duodenal, biopsia, frotis yuyenal 
y prueba String, que es la obtención de moco con la cápsula de gelatina (Rajurkaret al., 2012).  

 

Las técnicas microscópicas más especializadas no se utilizan cotidianamente ya que se necesita 

personal especializado para el manejo de estos instrumentos, pero se puede utilizar la  
microscopia electrónica y confocal, entre otras (Rajurkar et al., 2012), éstas se utilizan para 

morfología y diagnóstico. 

 

Las pruebas moleculares más utilizadas son: reacción en cadena de la polimerasa  (PCR) y 

electroforesis, para un análisis más detallado de los datos obtenidos (Goering, 2000). 

inmunoflorescencia directa, ensayo por inmunoadsorción ligado a enzimas (ELISA) y prueba 
inmunocromatografica (Rajurkar et al., 2012) sirven para la identificación de especies o ensambles 

de G. duodenalis. Otra técnica comúnmente utilizada para el mantenimiento y expansión de 

parásito es el cultivo in vitro (Rajurkar et al., 2012). 

 
Para identificar trofozoítos y quistes de G. duodenalis en México se utiliza: las muestras 

coproparasitoscópicas en fresco o directo, de concentración  FAUST y Formol Tritón Eter (FTE) 
(Gutiérrez et al., 2012). Para una mejor observación del quiste, además de las técnicas de tinción 

más comunes como: hierro-hematoxilina, tinción tricromica y giemsa. (Rajurkar et al., 2012). 

 
En caso de no detectar la presencia de G. duodenalis mediante el examen anterior, pero aun 

existe la sospecha de que el agente causal de la sintomatología de un individuo se puede recurrirá 

técnicas inmunológicas, mediante el uso de anticuerpos o inmunoensayos como  ELISA, ésta es 

una de las pruebas más específicas para detección de este parasito (Chakarova, 2010). 

 

Para el tratamiento de ésta parasitosis se utilizan medicamentos de amplio espectro, tales como: 

metronidazol, tinidazol, albendazol, mebendazol y nitazoxanida. En México se recurre 

frecuentemente al uso de fármacos de la familia 5-nitroimidazoles. En el cuadro 5 se muestran los 

tipos de antiparasitarios que se pueden utilizan en  México; todos con tratamiento de 3 a 7 días, 
excepto tinidazol que solo se maneja monodosis (Gutiérrez et al., 2012).  
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Cuadro 5. Tipos de antiparasitarios utilizados en Giardia duodenalis 
 

Familia del fármaco 
 

Variantes 
 

Modo de acción 
 

Referencia 
 

Bencimidazoles 
Albendazol y 
Mebendazol 

Inhibición de la polimerización 
del citoesqueleto e interferencia 

con la captación de glucosa. 

(Reyes et al., 2014) 
 
 

 
5-nitroimidazoles 

Metronidazol, 
Secnidazol, Tinidazol 

y Ornidazol 
 

Dimerización del DNA, 
causando daño en el mismo. 

(Reyes et al., 2014) 

Furazolidona Furoxona Inhibe la enzima mono- amino- 
oxidasa 

(Reyes et al., 2014) 
(Ansell et al., 2015) 

 
5-Nitrotiazol 

Nitazoxanida 
 
 

Reducción y oxidación de DNA (Ansell et al., 2015) 

 
Quinacrina 

Atabrine y Mepacrine 
 
 

Interfiere en la duplicación del 
DNA 

(Ansell et al., 2015) 

 
Paromomicina 

Hematina Inhibe síntesis de proteínas (Vicens y Westh, 
2001; Ansell et al., 

2015) 
 

2.12. Anticuerpos monoclonales (AcMo) 
Una herramienta específica para el diagnóstico y  tratamiento de la Giardiosis son los anticuerpos 

monoclonales o inmunoglobulinas que forman parte del sistema inmune humoral. Los anticuerpos 

son glucoproteínas específicas que se producen en las células B. Los anticuerpos monoclonales 

son capaces de unirse con alta especificidad  y afinidad a una molécula, en este caso el antígeno 
(Machado et al., 2006).  

Los anticuerpos monoclonales (AcMo) se empiezan a producir en 1975 por Georges Köhler y 

Cesar Milstein, consistía en la obtención de una línea celular que pudiera secretar un isótopo 
determinado de inmunoglobulina contra un antígeno especifico (Machado et al., 2006). 

Los principales isotipos de inmunoglobulinas humanas tienen características estructurales únicas 
que les permiten realizar funciones específicas inmunes (Irani et al., 2015). 

Los primeros anticuerpos quiméricos humanos se crearon a partir de 1985 en ratones  y en 1986 
se incorporó la técnica de humanización de anticuerpos (Machado et al., 2006).   

La respuesta inmunológica específica se desarrolla cuando un organismo ha sido expuesto a uno 

o varios antígenos, origina una respuesta policlonal y produce anticuerpos contra un rango amplio 
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de estructuras presente en los antígenos. Al contrario de éste, la respuesta monoclonal se da por 

la selección de una sola clona de células que produce un anticuerpo para un antígeno específico 
(Machado et al., 2006). 

 

Figura 4. Imagen de la estructura general de los anticuerpos, donde se muestra la fracción de reconocimiento 
antigénico (Fab) y la fracción cristalizable (Fc). (Tomado de Machado et al., 2006.) 

Los anticuerpos se dividen en una fracción el reconocimiento antigénico (Fab) y una fracción 

cristalizable (Fc) que interactúa con una variedad de moléculas accesorias para mediar funciones 
efectoras como la citotoxicidad celular (Irani et al. ,2015). 

Con respecto a la relación hospedero- agente infeccioso, los anticuerpos monoclonales son una 

herramienta para completar estudios funcionales y de diagnóstico, para encontrar blancos 
terapéuticos y vacunas, entre otras cosas (Machado et al. ,2006). 

Algunas aplicaciones de los anticuerpos monoclonales son: detectar y cuantificar niveles de 

expresión de genes; determinar la localización de la expresión de genes a  diferentes niveles 

desde celular hasta tejidos; identificación de interacciones moleculares como la inmuno 

precipitación,  identificación de marcadores fenotípicos únicos de un tipo celular; inmuno 

diagnóstico de enfermedades infecciosas y sistémicas; diagnóstico y tratamiento de tumores 

específicos; análisis funcionales de moléculas de la superficie celular o de proteínas (Machado et 

al. ,2006). 

Los anticuerpos monoclonales también pueden ser utilizados para profundizar en otro tipo de 
estudios como en la interacción hospedero-parasito, inmunomarcaje, entre otros. 
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El inmunomarcaje es una técnica para marcar proteínas específicas de una célula, por medio de la 

utilización de anticuerpos. En este trabajo se enfocara el inmunomarcaje entre receptores de 
membrana que participan entre la interacción parásito- hospedero. 

En México se han hecho algunos trabajos con anticuerpos monoclonales, principalmente en el 

Instituto de Diagnóstico y Referencia Epidemiológicos (InDRE) con la producción de estos para 
investigación  principalmente y en el Instituto Nacional de Pediatría. 

El trabajo de González-Rete es el primer trabajo en México hasta el momento en el que se utiliza 
la producción de anticuerpos monoclonales (AcMo) contra quistes de ensamble E de Giardia. 
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3. Planteamiento del problema    
La Giardiosis es un problema de salud de la población a nivel mundial, en México  el  44.6% de 
casos de enfermedades diarreicas son causados por Giardia duodenalis (Espinoza et al., 2015), 

por lo que es un problema de salud pública, más frecuente en niños de entre 0 a 12 años de edad.  

En  la actualidad se han descubiertos aislados que al parecer son invasivos como es el caso de la 
cepa Giardia intestinalis INP220806-HGINV, por este motivo es importante generar herramientas 

para el estudio de la interacción hospedero– parásito para poder obtener un diagnóstico más 

rápido y eficaz para dar tratamientos específicos a los pacientes con Giardiosis en una  etapa 
temprana de la enfermedad. 

4.  Hipótesis 
La obtención de un anticuerpo monoclonal contra Giardia duodenalis (Cepa INP220806-HGINV), 

servirá como una herramienta en el inmunomarcaje de trofozoítos  de  Giardia  para complementar 

los estudios de histológicos  así como en el diagnóstico de esta parasitosis. 

5. Objetivo General: 
• Obtener un  anticuerpo monoclonal para la inmunodetección de trofozoítos de Giardia 

duodenalis utilizando la cepa  INP220806-HGINV. 

6.  Objetivos Particulares:  
• Inmunizar ratones con trofozoítos de Giardia duodenalis (Giardia intestinalis INP220806-

HGINV) para la producción de anticuerpos. 

• Obtener un anticuerpo para trofozoítos de Giardia duodenalis (Giardia intestinalis cepa 

INP220806-HGINV) 

• Titular el anticuerpo monoclonal contra el antígeno de Giardia doudenalis para conocer su 

inmunogenicidad 

• Acoplar a FITC (isotiocinato de fluoresceína) al anticuerpo monoclonal para dar 
fluorescencia al antiecuerpo 

• Realizar el inmunomarcaje de trofozoítos de Giardia doudenalis con el anticuerpo para 

probar su especificidad. 

 

 



25 
 

7. Métodos  
7.1. Material biológico 
 Se utilizaron trofozoítos de Giardia doudenalis (Giardia intestinalis INP220806-HGINV), 

cepa donada por el Laboratorio de Parasitología Experimental del Instituto Nacional de 

Pediatría. 

 Trofozoítos de Trichomonas vaginalis donados por el Laboratorio de Parasitología 

Experimental del Instituto Nacional de Pediatría. 

 Ooquistes de Criptosporidium sp.  y quistes Giardia doudenalis. Ambos fueron obtenidos 

de un paciente del Instituto Nacional de Pediatría. Se aislaron de muestras frescas de 

heces y no se cultivaron. 

 Células de mieloma X63Ag8.653 donada por el laboratorio de anticuerpos monoclonales  

del Instituto de Diagnóstico y Referencia Epidemiologicos (InDRE). 

 Cinco ratones hembras de la cepa BAL/c  de cuatro semanas de destete donados por el 

Bioterio del Instituto Nacional de Pediatría. 

 Conejo hembra de aproximadamente 1 mes de nacido donado por el Bioterio del Instituto 

Nacional de Pediatría. 
 

7.2. Cultivos  
 Para el cultivo de trofozoítos de Giardia doudenalis de la cepa INP220806-HGINV se utilizó 

el medio TY1-S-33 en tubos de 8 ml, a 37°C. se hicieron cambios de medio cada tercer 

día. Siguiendo el método descrito por Guillard, 1973 se tomaron los tubos con aislados en 

fase log.  
Para la obtención de los trofozoítos de Giardia doudenalis se centrifugaron a 2500 rpm y 

se hicieron tres lavados con PBS el botón obtenido. Las observaciones y cuantificación de 

trofozoítos se realizaron con la cámara de Neubauer y un microscopio Óptico Olympus 

Bx4. La concentración del cultivo se detrmino con la siguiente fórmula:   

Núm. de trofozoítos totales / Núm. de cuadrantes x Factor de dilución (100) x 10000. 

Los trofozoítos contados se sometieron a tres ciclos de congelación-descongelación con 

nitrógeno y temperatura ambiente para romper las células, después se centrifugaron a 

2500 rpm y el sobrenadante se utilizó como la proteína soluble extraída de los trofozoítos, 

esto se utilizó como antígeno. A lo obtenido se le agregaron inhibidores de proteínas. Ésto 

se cuantificó por el método de Bradford (Bradford, 1976).  
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 Para el cultivo de trofozoítos de Trichomonas vaginalis se utilizó medio TYS (ver anexo) en 

tubos de 8 ml, a 37°C. Haciendo cambios de medio cada tercer día. Se tomaron los tubos 

con aislados en fase log. Se obtuvieron  y cuantificaron con el método Guillard, (1973). 

 Las células de mieloma X63Ag8.653 antes de cultivarse se descongelaron en agua tibia. 

Éstas se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 min, el sobrenadante se decantó. Al botón se 

le añadirá medio DMEM con suero fetal bovino  al 10%. El cultivo de células X63Ag8.653 

se realizó en medio DMEM con suero fetal bovino al 10% y se hicieron tres cambios medio 

cada tercer día y se mantuvieron a 37°C. 

 
7.3.  Ensayos in vivo 

 A las cinco hembras BALB/c  se extrajeron 200 μl de sangre obtenida de la cola. La sangre 

se centrifugó a 3500 rpm por 5 min y el suero se almacenó a -4°C. 

 Se inmunizaron cinco ratones BALB/c con 10,000 trofozoítos de Giardia doudenalis de la 

cepa INP220806-HGINV. 

 Quince días después de la primera inoculación se volvió a tomar una muestra de sangre 

de la cola y se le hizo el mismo procedimiento mencionado. Se inoculó nuevamente, se 

repitió 3 veces más.  

 Con todas las muestras de sangre se hizo una titulación de cada ratón, el más alto tuvo la 

mejor respuesta inmune. 
 

7.4.  Obtención del Anticuerpo Monoclonal  
 Después de las inoculaciones de G. doudenalis a los cinco ratones, con los sueros 

obtenidos se hizo una titulación. Se eligió a curva más alta para sacrificar al ratón 

correspondiente por dislocación cervical, este ratón se esterilizo en alcohol, se limpió la 

parte del peritoneo y se extrajo el bazo, este se colocó en una caja de Petri con organza y 

DMEM sin suero fetal bovino, después se macero con el embolo de una jeringa. Lo 

obtenido se colocó en un tubo de 50 ml, se centrifugo a 1200 rpm por 5 min y se decantó el 

sobrenadante. 

 Las células X63Ag8.653 se despegaron de la caja de cultivo y se centrifugaron, el 

sobrenadante se decantó y se juntaron con las células del bazo en un solo tubo de 50 ml 

se lavaron nuevamente con DMEM sin SFB y se adiciono: 0.5 ml de Polietilenglicol durante 

1 min, 5 ml de DMEM sin SFB durante 3 min y 15 ml de DMEM sin SFB durante 1 min. El 

tubo  se centrifugó y el sobrenadante se decantó. El botón se resuspendió con DMEM y 
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HAT con SFB al 10% y se colocaron 200μl por pozo de una placa de cultivo de 96 pozos. 

Se utilizaron 5 placas. 

 Después de 15 días se realizó el cambio a DMEM con HT y SFB al 10%, se escogieron los 

pozos con un mejor crecimiento. Con la finalidad de seleccionar los  hidrídomas 

productores de anticuerpos  se les hace un ELISA (ver anexo) con antígenos de G. 

duodenalis, la placa se leyó a 490 nm. 

 Los pozos que salieron por arriba del valor de corte en la prueba de ELISA se utilizaron 

para inocular a un ratón para hacer ascitis y se dejó dos semanas hasta que al ratón se le 

note el abdomen abultado, después se sacrificó por dislocación cervical.  

 El líquido ascítico obtenido se colocó en una placa de cultivo y se volvió a hacer una 

prueba de ELISA para la elección de células. 

 Los pozos más altos de la prueba de ELISA se seleccionaran para la clonación por dilución 

limitante para obtención de anticuerpos monoclonales. Cada uno se probó con una ELISA. 

 Los anticuerpos obtenidos se purificaron utilizando el kit Montage Spin Columns with 

PROSEP-G media. Después esto purifico el anticuerpo con kit Montage antibody kit and 

spin columns with  PROSEP-A Media usando la ley Beer-Lambert. 

 Para el acoplamiento de FITC a IgG se realizó de acuerdo a la metodología que describió 
Gutiérrez., et al., (2007); los anticuerpos se dializaron toda la noche, 1mg del anticuerpo, 

con  solución de carbonatos y se hicieron dos cambios de la solución. Se preparó una 

concentración de 1mg / mL de FITC en DMSO y se tomaron 50 µL para mezclarlo con el 

anticuerpo y se dejó en oscuridad durante toda la noche a temperatura ambiente y en 

movimiento. Para quitar el FITC que no se conjugó se volvió a dializar con solución de 

carbonatos durante toda la noche y se dieron  tres cambios o más de PBS. Se hicieron 

alícuotas y se guardó en congelación y cubierto de la luz. 

 Para el inmunomarcaje se tomaron 10 µL de trofozoítos de Giardia doudenalis y 

Trichomonas vaginalis y se colocaron en un portaobjetos y se dejó secar. Después se le 

añadió una gota de metanol sobre los trofozoítos y se dejó secar. Se hizo un pozo de 

plastilina y se colocó sobre la periferia de la muestra fija de trofozoítos. Dentro del pozo se 

le añadió 500 µL de la siguiente dilución: 10 µL de anticuerpo acoplado a FITC y 990 µL de 

PBS. Se dejó en oscuridad por 30 min y se lavó la muestra con PBS.  Se observó en un 

Microscopio Confocal Olympus 1x81. 

 Para comparar la especificidad del anticuerpo monoclonal se hizo un anticuerpo policlonal, 

inoculando a un conejo, con aproximadamente 10, 000 trofozoítos, y 15 días se volvió 

inocular, esto se repitió por tres ocasiones más. Antes de cada inoculación se tomó una 
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muestra de sangre para monitorear su respuesta inmune. Para probar su inmunogenicidad 

se le realizó una ELISA (este fue un trabajo previo del laboratorio).   
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8. Resultados  
8.1. Cuantificación de trofozoítos 

Se cuantificaron 34,6000,000 en un tubo de 8 ml. 

Esta cuenta se hizo por triplicado. 

8.2. Monitoreo de respuesta inmune de los ratones 
En la Figura 5  se muestra la respuesta inmune de los ratones en diferentes tiempos. El ratón 3 

muestró una mayor producción de anticuerpos con respecto a los demás ratones. 
 

 
 

Figura 5. Absorbancia de sueros positivos de ratones inmunizados con trofozoítos de G. duodenalis. 

 
 

8.3.  Titulación de la respuesta inmune de los ratones 
La titulación del suero a los 45 días, nos muestra cual ratón tiene una mayor producción de 

anticuerpos. Como se puede observar en la Figura 6 casi todos los ratones tienen absorbancias 

muy parecidas, estadísticamente no sabemos si esta diferencia fue significativa con respecto a los 
otros ratones.  
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Figura 6.  Titulación del suero de los cinco ratones a los 45 días de inoculación con XXXX. 

 
 

8.4.  Fusión  
Las células del bazo y las células de mieloma, se fusionaron con poli etilenglicol y DMEM sin SFB, 

obteniendo hibrídomas que se mantienen en DMEM con 10% de SFB y en una incubadora a 

37°C. 

 
Figura 7. Hibrídomas en una placa de 96 pozos. 
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8.5.  Ensayo por inmunoabsorción ligada a enzimas (ELISA) 

Se probaron todos los pozos que contenían hibrídomas con la técnica de ELISA, todos los pozos 

que dieron por encima del valor de corte se clonaron por dilución limitante. De estos pozos 

clonados se volvieron a probar con la técnica de ELISA, para posteriormente inocularlos en 

ratones y generar  ascitis. 

 
Figura 8. Reacción de ELISA positiva. 

 
Al leer la microplaca de ELISA de 96 pozos con hibrídomas se obtuvo lo siguiente: 

Figura 9. Absorbancia de los sobrenadantes de  hibrídomas, se tomaron dos pozos por arriba del valor de corte  
(V.C.) (se representa con línea punteada) indicados con un punto rojo (1A10 y 1A3). 

 
Del cual se obtuvo la clona: 1A10 D4E3 al cual se utilizó como anticuerpo monoclonal y con el que 

se realizaron las siguientes pruebas de sensibilidad. 
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8.6.  Producción de ascitis 

De las placas de cultivo de la clonación se obtuvieron absorbancias altas, los pozos fueron 1A3 y 

1A10. Ambos pozos se  inocularon  a un ratón respectivamente por vía intraperitoneal. 

Con el fin limpiar las células y obtener una mayor cantidad de éstas. 

Después de 2 semanas se obtuvo ascitis del pozo 1 A10. La ascitis se colocó en una caja de 

cultivo de 50 ml y días después se criopreservaron esos hibrídomas.  

El pozo 1 A3 no produjo ascitis. 

 
Figura 10. Inyección intraperitoneal del hibrídomas para producción de ascitis.  

 
8.7.  Clonación celular por dilución limitante 

Antes de clonar por dilución limitante en toda la microplaca de 96 pozos se inició haciendo una 
dilución doble seriada solo en una fila de la placa, des ésta manera se obtendrían pozos altos y de 

esos se haría otra dilución igual. Por último se realizó la clonación como se explica en la 

metodología 
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Figura 11. Pozo de microplaca  en clonación 

 
8.8.  Cuantificación de anticuerpo 

 

El anticuerpo purificado se cuantificó de acuerdo con la siguiente formula de ley Beer-lambert y se 

obtuvo: 

0.0252 mg/mL 

Convirtiendo en microgramos se obtuvo 

250 μg/mL 
 

8.9. Inmunofluorescencia  del anticuerpo monoclonal 
El anticuerpo monoclonal obtenido de Giardia duodenalis fue comparado con un anticuerpo 

policlonal  obtenido previamente en este laboratorio. 
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Lámina 1. Inmunomarcaje de trofozoítos de Giardia duodenalis. A) Con el anticuerpo monoclonal marcado con 
FITC. B) Con los anticuerpos policlonales marcados con FITC 1) Microscopia de Nomarski  y 2) Solo la marca 

del anticuerpo.  

 

 

En la lámina 1 se observó que el anticuerpo monoclonal solo fluoresció dentro del trofozoíto de 
Giardia duodenalis, mientras que el anticuerpo policlonal lo hace en todo el trofozoíto del parásito. 

Esto demostró que el monoclonal es más específico que el policlonal. 
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Lámina 2. Acercamiento de los trofozoítos marcados con el anticuerpo monoclonal, A) solo el anticuerpo y B) 

microscopia de Nomarski. 

 
 

En la Lámina 2 se muestra un acercamiento de trofozoítos de Giardia duodeinalis, aquí se puede 

observar como la superficie del parásito no es iluminada, sino la parte de adentro, es decir el 

citoplasma.  Podemos decir que la proteína que está detectando el anticuerpo está distribuida 

dentro del trofozoíto. Se puede apreciar  que los núcleos ni los flagelos están iluminados. 
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Lámina 3. Inmunomarcaje de trofozoítos de T. vaginalis. A) Con los anticuerpos policlonales marcados con 

FITC. B) Con el anticuerpo monoclonal marcado con FITC. 1) Microscopia de Nomarski  y 2) Solo la marca de los 
anticuerpos. 

 

 
El esquema anterior nos muestra que el anticuerpo policlonal al igual que en G. duodenalis tiñe 

todo el trofozoíto de T. vaginalis, mientras que el anticuerpo monoclonal solo pinta algunas 

células, esto tal vez se debe a la fase en la que se encuentren las mismas, expresándose una 
proteína especifica o igual a las que se encuentran en G. duodenalis. 
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Lámina 4. Inmunomarcaje de quistes de Giardia dodenalis. A) Con el anticuerpo monoclonal marcados con FIT. 

B) Con los anticuerpos policlonales marcado con FIT. 1) Microscopia de Nomarski  y 2) Solo la marca de los 
anticuerpos. 

 

En la lámina 4 se muestra que el anticuerpo tanto policlonal como monoclonal no son sensibles a 
epítopes de quistes de Giardia duodenalis, por esto ambos anticuerpos no fluorescen, ya que es 

un estadio diferente del trofozoíto seguramente las proteínas que se encuentran en dicho estadio 

no están presentes en la forma quiste. 
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Lamina 5. Inmunomarcaje de ooquistes de Cryptosporidium sp. A) Con el anticuerpo monoclonal marcados con 
FIT. B) Con los anticuerpos policlonales marcado con FIT. 1) Microscopia de Nomarski  y 2) Solo la marca de los 

anticuerpos. 

 
Como  se muestra en la imagen anterior en el policlonal flourescen todos los restos de material 

celular, en cambio en el AcMo flouresce un punto donde no hay ooquiste, posiblemente es el 

remanente del FIT, por un mal enjuague del portaobjetos.  

 
Cuadro 6. Determinación de reactividad del AcMo 1A10 D4 E3 en diferentes muestras 

Parasito Reactividad Observaciones 

Trofozoíto de G. duodenalis Positivo Fluoresce  el citoplasma, los núcleos no están 

iluminados, ni tampoco los flagelos 
Quiste de G. duodenalis Negativo No se observa fluorescencia 
Trofozoíto de T. vagialis Positivo Solo algunas células fluorescen 

Ooquistes de  Criptosporidium Negativo  No se observa fluorescencia 
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9.  Discusión  

Para la evaluación del anticuerpo monoclonal obtenido para este trabajo (1A10 D4 E3) se probó 
con trofozoítos de Giardia duodenalis de la cepa Giardia intestinalis INP220806-HGINV, con 

quistes de Giardia doudenalis, trofozoítos de Trichomonas vaginalis y con ooquistes de 
Crisptospodidium sp. 

En la figura 5 se observó que el ratón 3 tuvo una respuesta inmune más elevada al parásito, 

comparado con los demás ratones, ya que la gráfica muestra la línea más elevada que las otras. 
Esto se corroboró en la figura 6, donde se muestra la titulación de todas las inoculaciones en 

cada uno de los ratones; el ratón 3  había tenido una mejor respuesta al parásito y una alta 

producción de anticuerpos para este tipo de infección, seguido del ratón 4. Por esto se utilizo el 
ratón 3, y en caso de que no pudiera salir el anticuerpo se utilizaría el ratón 4.  

Los resultados de la inmunización son importantes porque no se utilizó ningún tipo de adyuvante, 

por lo tanto los antígenos que están reconociendo son altamente inmunógenos, ya que  a la 

segunda inmunización tenemos una respuesta positiva y sigue aumentando con el número de 

inmunizaciones. En comparación con el trabajo de Saura (2012), donde se utilizó el adyuvante 

emulsionado (Sigma Adjuvant System, Sigma Aldrich)  al igual que en el trabajo de Hernández, 

(2008) que también utilizaron adyuvante (Adyuvante completo de Freud) para la obtención de una 
respuesta inmune alta. 

Se obtuvo la clona 1A10 D4 E3, el cual se utilizó como anticuerpo monoclonal positivo. 

Comparando estos resultados con los descritos en el trabajo de González (2012), se obtuvo un 
AcMo que detecta algunas proteínas de trofozoítos de Giardia duodenalis en fase de 

enquistamiento de ensamble E, a diferencia del obtenido en este trabajo, que detecta trofozoítos 

que no están en fase de enquistamiento y que la cepa utilizada en este proyecto se encuentra 
entre los ensambles A y B. 

En el trabajo de  Jiménez, et al., (2014) ellos realizan la producción de anticuerpos monoclonales 

para detectar el tipo de respuesta Th1 o Th2 además de la expresión de ciertas citosinas, al 
infectar ratones BALB/c con quistes de G. doudenalis, mostrando que los anticuerpos no solo 

sirven para pruebas de diagnóstico sino para inmunología y biología molecular. 

En la lámina 1 se muestra el anticuerpo monoclonal acoplado a trofozoítos de G. duodenalis, el 

campo A1 muestra el anticuerpo monoclonal marcado con FIT con microscopia de Nomarski, en el 

campo A2 se muestra la marca del anticuerpo en el trofozoíto; mientras que en campo B1 se 
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muestra el anticuerpo policlonal con microscopia de Nomarski y en la B2 la parte fluorescente del 
trofozoíto. 

 En esta lámina se pudo observar que, en comparación con el anticuerpo policlonal solo se acopla 

a la parte del citoplasma del parasito. Podemos decir que el anticuerpo si se puede usar para la 
detección de G. duodenalis.  

Una de las expectativas para este trabajo podría ser la elaboración de un Western blot. En el 
trabajo de Quintero et al. (2013), además de la obtención  del anticuerpo monoclonal contra 

antígeno de G. doudenalis se realizo un Western blot, para medir el tamaño de las proteínas 

detectadas por el AcMo  

Como se observa en la lámina 2, mostró una mejor resolución de la imagen, la parte del 

citoplasma del trofozoíto es la que florece. En el campo B se puede apreciar como la 

circunferencia de trofozoíto no fluoresce por el anticuerpo, rectificando que el AcMo obtenido solo 
detecta proteínas citoplasmáticas de Giardia duodenalis. 

En el campo A se puede observar que no se florece completamente la parte interna del trofozoíto, 

sino que son una serie de puntos específicos, principalmente en el área central de dicho parásito, 

sin contar los núcleos, ya que estos tienen proteínas diferentes a las de citoplasma. Sobre  los  

flagelos, estos tampoco fluorescen, eso quiere decir que el epítope que reconoce este anticuerpo 
no se desarrolla en ésta parte superficial del cuerpo de trofozoíto. 

En un principio solo se quería saber la especificidad del anticuerpo ante G. duodenalis, pero se 

pensó que una comparación con otro parásito nos daría una mejor idea de que tan especifico es, 

así que se decidió acoplarlo a un parásito cercanamente relacionado porque posiblemente el 

anticuerpo monoclonal podría detectar  un grupo taxonómico. Así que se comparó con 
Trichomonas, otra especie de metamonadidos de importancia médica para el ser humano. 

Para saber si el anticuerpo monoclonal además del grupo taxonómico detectaba alguna otra 

proteína de un grupo distinto, por ejemplo, de parásitos intestinales se pensó utilizar un parásito 
que no tenga parentesco taxonómico como Criptosporidium. Este se utilizó porque se obtuvo de 

paciente pediátrico de Instituto Nacional de Pediatría 

Al comparar con Trichomonas vaginalis (lámina 3) hay varias células iluminadas, tanto con el 

anticuerpo monoclonal (Campo B) como con el policlonal (campo A), esto nos dice que cierto 
grupo de proteínas que se encuentran en el citosol, componen a ambos parásitos (G. doudenalis y 
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T. vaginalis)  demostrando que son taxonómicamente cercanos (Cavalier-Smith, 2003; Ruggiero, 
et al. ,2015). 

Refiriéndonos a T. vaginalis, tienen un ciclo donde solo se encuentra como trofozoíto, y 

considerando esto se observó que solo las células que  se piensa que estaban en la última etapa 

del ciclo celular fluoresce, es decir, que los componentes del parásito cambian dependiendo de la 

etapa del ciclo. O posiblemente al escoger un tubo de parásitos que estaban en estrés por falta de 

nutrientes en el medio, ciertas proteínas se expresan en condiciones de estrés o cuando hay un 

exceso en nutrientes, por esto creemos que solo algunas fluoresce. También es necesario 
conocer más a fondo el ciclo de vida de T. vaginalis para poder saber porque solo las células más 

grandes y circulares son las únicas que se iluminan con el anticuerpo monoclonal. 

En comparación con el anticuerpo obtenido en el proyecto de Hernández (2008) se inmunizo a los 
ratones hembras con trofozoítos de T. vaginalis para la obtención de un anticuerpo monoclonal 

susceptible a antígeno del parásito antes mencionado. 

En la lámina 4 se hace una prueba con la fase resistente de Giardia duodenalis para saber si el 

anticuerpo se podría utilizar para diagnóstico de ambas fases de este parasito. Se observó que 

tanto el anticuerpo monoclonal como el policlonal no detecta ningún epítope, porque no fluoresce 

ningún tipo de anticuerpo. Esto nos indica que en la fase de quiste la proteína que detecta el 

anticuerpo no está presente en el quiste o posiblemente no se encuentra en la pared del quiste 

este tipo de proteína a la que se une el anticuerpo, y al ser tan gruesa no permite hacer el 
reconocimiento interno. 

Esto demuestró que los componentes de ambas fases de Giardia son muy distintos, y que al 

hacer las inoculaciones a los ratones con trofozoítos solo se desarrollaron anticuerpos contra esta 

fase, tal vez si se hubieran utilizado quistes no se reconocerían los trofozoítos al acoplarlos.  

Quizá si se rompe el quiste podría fluorecer el anticuerpo ya que la proteína que detecta el AcMo 
se encuentra en el citoplasma del parasito 

Por tanto el anticuerpo no se puede usar como prueba diagnostica en quistes obtenidos en 
materia fecal. 

Para saber si el anticuerpo monoclonal además del grupo taxonómico detectaba alguna otra 

proteína de un grupo distinto, por ejemplo, de parásitos intestinales se pensó utilizar un parásito 
que no tenga parentesco taxonómico como Criptosporidium sp. éste se utilizó porque se obtuvo de 

paciente pediátrico de Instituto Nacional de Pediatría. 
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 En la lámina 5 no se registró fluorescencia, esto indica que el AcMo podría ser exclusivo del 

grupo taxonómico de metamonadidos, lo que podría ayudar para distinguir a otros parásitos que 

formen parte de este grupo. Se deberán hacer más pruebas con otros parásitos taxonómicamente 
cercanos por ejemplo diplomonadidos y parabasalidos. 

La obtención del anticuerpo se pensó solo utilizarlo para  el diagnóstico (inmunomarcaje) de 

Giardiosis, sin la necesidad de personal especializado en pruebas de detección y diagnostico; 
pero como se mostró en la lámina 3 también se podría utilizar para detectar Trichomoniasis. Sería 

bueno probar el anticuerpo con las otras especies de  para saber si se puede generalizar. 

El anticuerpo también podría usarse en otro tipo de pruebas como histoquímicas, por ejemplo, en 
un corte de intestino, para marcarnos la presencia de residuos de Giardia doudenalis, si es que no 

se encuentra este, o si solo se tiene la presente la fase  de resistencia.  

Sería conveniente saber a qué proteínas se está uniendo el anticuerpo específicamente, hacer 

pruebas como un Western blot y otras pruebas de biología molecular serian ideales para la 
caracterización del anticuerpo monoclonal. 

Por último, el  contenido del trabajo se manejó con  Giardia doudenalis (Filice, 1952), y aunque el 

otro es un sinónimo (Giardia intestinalis) de acuerdo con las reglas de nomenclatura zoológica 

este es el único nombre válido para este parásito (Monis, et al. ,2010). La relevancia de esto 

radica en homogenizar el lenguaje científico y evitar confusiones. 

Con el desarrollo de los ensambles, por ejemplo, se podría reconocer que existen especies 

cripticas que son potencialmente autógenas del humano, entonces sería pertinente esclarecer 
solo una especie de Giardia que infecta al humano. 

De esta forma la giardiosis se puede definir como una enfermedad con agente etiológico del 
genero Giardia como ocurre en otras parasitosis ocasionadas por protozoos, por ejemplo 

leishmaniosis y malaria. 
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10.  Conclusión 
 Se obtuvo la clona 1A10, 1D4, 1E3  que se tomó como anticuerpo monoclonal contra G. 

duodenalis. 

 El AcMo no es específico para la cepa INP220806-HGINV de Giardia duodenalis, ya que 

en algunas células de Trichomona vaginalis se observaron marcas del anticuerpo. 

 El anticuerpo se puede utilizar para inmunomarcaje de G. doudenalis en estudios 

inmunohistoquimicos. 
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12.  Anexo 
Preparación de medio TY1-S-33 (para 1L) 

 10g Glucosa 

 2g NaCL 

 .600g Fosfato de potasio dibasico 

 1g Fosfato de potasio monobásico 

 1g L- cisteína 

 .200g Ac. ascórbico 

 .030g Citrato férrico de amonio 

 1.0g Bilis 
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 10g Extracto de levadura 

 20g Tripticasa 

Ajustando el pH a 7 y adicionando  antibióticos (ampicilina y estreptomicina). Se prefiltra con una 

membrana de 0.22μm después se filtra con una membrana de 0.22 μm dentro de una campana de 

flujo laminar. 

 

 
Preparación de DMEM (Dulbelcco's Modified Eagle Medium)  
Para un 1L se le adiciono: 

 3.7 g  bicarbonato de sodio 

 2g  HEPES 

 0.1 g glucosa 

 0.2 g  L- glutamina   

 

Se ajustó el pH a 6.8 y adicionando  antibióticos (penicilina, anfotericina B, vancomicina). 

Se filtra con una membrana de 0.22 μm de poro, dentro de una campana de flujo laminar. 

 
Descomplementación de SFB (Suero Fetal Bovino) 
 

Poner el frasco de suero fetal bovino en la incubadora a 56° durante 30 min. Después se deja 

enfriar a temperatura ambiente y se deja en oscuridad. 
 
Preparación de medio TYS (para 1L) 

 2 g de tripticasa de peptona 

 1 g de extracto de levadura 

 0.5 g de maltosa 

 g de clorhidrato de L-cisteína 

 0.02 g de ácido L-ascórbico 

 0.08 g de K2HPO4 

 0.08 g KH2PO4  

Ajustando el pH a 7 y adicionando  antibióticos 

 
Preparación de PBS  (Buffer fosfato salino)     
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Para un litro 

 

 
 

 

 

Se lleva a 800 mL se disuelven los compuestos y se afora a 1 L. 

Preparación de solución de Albúmina 
 

Se agregan 2 mg en 1 mL de PBS utilizando las siguientes diluciones de proteína   

Tubo proteína 
2 mg/mL 

PBS 
μL 

concentración 
μg/mL 

1 5 995 10 
2 10 990 20 
3 15 985 30 
4 20 980 40 
5 25 975 50 
6 30 970 60 
7 35 965 70 
8 40 960 80 
9 45 955 90 
10 50 950 100 

 

Método de Bradford para cuantificación en microplaca 

Solución de albúmina a una concentración de 2mg/mL 

Se hacen diluciones seriadas de 10 a 100 μg/mL en PBS al 1%. En una placa de 96 pozos se 

colocan 40 μL de cada dilución a partir de las posiciones A2  y B2 hasta A11 y B11. En los pozos  
A1 y B1 solo colocó H20, y en A12 y B12 solo PBS, éstos se tomaron como blanco. 

Después se preparó una solución 1:5 de Bradford y PBS y se colocaron 160 μL en todos los 

pozos. En cualquier otra línea se pusieron 40 μL de las muestras problema y 160 μL de la solución 

Para 1L 1X  10X 

NaCL 8 g 80 g 
KCL 0.201g 2.01g 
KH2PO4 0.190g 1.9 g 
NA2HPO4 0.610g 6.1g 
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de Bradford para poder hacer una curva patrón. Se hizo lectura en un espectrofotómetro de placa 
a una longitud de onda de 595 nm utilizando A12 y B12 como blancos. 

Ensayo por Inmunoadsorción Ligado a Enzimas (ELISA) 

La microplaca para ELISA de 96 pozos se sensibilizó, a cada pozo se le agregaron 100 μL con 

una solución de 1 μg/mL de antígeno disuelto en la  solución de carbonatos. Se dejó toda la noche 
con ésta solución a 4°C.  Al siguiente día, la placa se lavó tres veces con solución de lavado 

(PBS-tween 20 al 0.05%). Para bloquear la microplaca de ELISA se adicionaron a cada pozo 200 

μL de una solución de gelatina al 1% que se disolvió en la solución de lavado. Se dejó 30 min a 
37°C. 

Después se desechó la solución de gelatina y se lavó nuevamente la microplaca. Se repitió  tres 

veces. Se colocaron 100 μL del sobrenadante de los hibrídomas, por duplicado, y se dejó toda la 

noche a 4°C. En la mañana siguiente se hicieron 3 lavados. Se le agregaron 100 μL de anti-

IgG-HRP de ratón, en una disolución 1:1000. Se dejó por 2 horas a 37°C y posteriormente se lavó 

tres veces. Se colocaron 100 μL de la solución de cromógeno, se dejó en reposo por 15 min y se 

dejó la microplaca a temperatura ambiente en la oscuridad. Se adicionaron 100μg solución de 
paro y se leyó la placa a 490 nm. 

 

Clonación celular por dilución limitante 

Se colocaron 100μl de DMEM con SFB al 10% en la fila A de una placa de cultivo de 96 pozos. Se 

tomaron 100 μl de un pozo con hibrídomas que dieron positivos al antígeno y se colocaron en el 

pozo A1. Se hicieron diluciones doble seriadas en toda la fila A, tomando 100μl en cada dilución. 

Se dejará reposar durante 10 min la placa esperando a que se asienten las células de hibrídomas. 

Se observó cada pozo de la fila A con un microscopio óptico y se escogió  el  pozo con 

aproximadamente 40 a 50 células. El pozo seleccionado se diluyo en 18 ml de DMEN con SFB al 
10% y se colocaron 200μl de ésta dilución en cada pozo faltante de la placa 

Solución de carbonatos para el acoplamiento con FITC 

Para preparar 200 mL se pesa: 

 0.636 g de carbonato de sodio 

 1.172 g de bicarbonato de sodio 
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Disolver en 180 mL y ajustar el pH a 9.6, después aforar a 200 mL y mantener a 4°C. 

PBS tween al 0,05% 

 

 
 

 

 

Se lleva a 800 mL y se le adiciona 500 μL de tween 20. Por último se afora a 1L.  

Preparación de Gelatina 

Para 25 mL 

Pesar 250 g de Gelatina y adicionar 20 mL  en PBS tween al 0.05%, para poder disolver el 
compuesto se pone a baño maría y cuando este disuelta la gelatina aforar a 25 mL. 

 

Dilución de anti-igG 

Para 10 mL 

Se disuelven 10 μL de anti-IgG en 9.99 mL de PBS tween al 0.05% 

 

Solución de cromógeno 

Para 10 mL 

Pesar 4 mg de orto-fenilendiamina (OPD) y disolver en: 

 5 mL de acido cítrico al 0.1 M  

 5 mL de citrato de sodio al 0.1 M  

 4 μL de agua oxigenada al 30% 
 

Solución de paro  

Para 1L 1X  10X 

NaCL 8 g 80 g 

KCL 0.201g 2.01g 
KH2PO4 0.190g 1.9 g 
NA2HPO4 0.610g 6.1g 
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Disolver 55.17 mL de H2SO4a 2 N en 800 mL de agua destilada. Se aforo a 1 L.  

 

Solución de diálisis de anticuerpo 

Soluciones para 1L 

 17g Na2CO3 

 28g NaHCO3 
Diluir en 800 mL de PBS y lleva el pH a 9.5 y aforar a 1 L.  

Soluciones para purificación de anticuerpos 

Buffer A 

 112.6g glicina 

 175.3g NaCL 

 1.0g azida de sodio 
Diluir en 800 mL de agua destilada y ajustar el pH a 9 y al final aforar a 1L. 

 

Buffer B 

 23.44g ac. Cítrico 

 1.0g azida de sodio 
Diluir en 800 mL de agua destilada y ajustar el pH a 2.5 y al final aforar a 1L. 

Buffer C 

 103.72g tris base 

 22.72g hidrocloridrico 

 1.0g azida de sodio 
Diluir en 800 mL de agua destilada y ajustar el pH a 9 y al final aforar a 1L. 

leyBeer-lambert: 

A=ƐCL 

Donde: 
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ɛ: coeficiente de absortividad 

C: concentración de la sustancia 

AL: distancia que recorre la luz 
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