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I. RESUMEN

En Guatemala se estima que Ia incidencia de Giardia lemblia oscila
entre 2.4-5.6%, sin embargo estos datos no son tan certeros ya que
muchas veces Ia presencia del parasito no es detectada.

Haste Ia fecha el diagn6stico de la giardiasis se realize por la
demostraci6n de los quistes y trofozoftos del parésito en las heces de
pacientes sIntomaticos y asintornaticos, sin embargo Ia sensiblidad de
estos técnicas depende de la experiencia del observador, del tiempo
empleado en cede observaci6n y la cantidad de quistes excretados,

El propOsito de esta InvestigaciOn fue evaluar la efectividad del
medio TYI-S-33 modificaciOn de Diamond's pars el cultivo in vitro de
Gfardla —_ El contar con cultivo de este parasito permitira Ia
produccién de antfgenos que seran utillzados pare Implementer nuevas
tecnicas diagn6sticas de Ia infecci6n y determiner Ia presencia de
anticuerpos especfficos en pacientes asintométicos y sIntomaticos. De
obtener resultados favorables se podriS utilizer este metodo en estudios
clinicos y epidemiol6gicos.

Para ello se colectaron 24 muestras de heces que presentaron més de
6 quistes por campo (40x). Cada muestra se purificé pare eliminar el
debris celular, con agua destilada se concentraron los quistes, los que
posteriormente fueron desenquistados. Los trofozoftos obtenidos se
Inocularon en el medio TYI-S-33 modificacién de Diamond's y se
incubaron a 37°C.

De los ensayos realizados se pudo demostrar que el medio TYI-S-33
modificacién de Diamond's no es efectivo pare cultivar Giardia lamblla
ya que unicamente en tres de los veinticuatro ensayos realizados, los
trofozoftos permanecieron viables por 10 dies, en los ensayos restantes
estos se mantuvieron viables en un rango de 4 a 8 dfas. Ademas se le
considera un metodo no reproducible por la variabilidad obtenida en cada
uno de los ensayos.



Se concluye entonces que las tecnicas de purlf Icaclén, concentraclén y
desenquistamlento son efectivas mlentras que el medlo TYI-S-33 bay)
las condiclones en que se Ilev6 a cabo el estudio, parece ser un medlo no
efectivo pare cultivar 67ardia /femb/ /a recomendandose continuar con las
Investigaclones usando un mayor ntimero de muestras, pare poder contar
con parkitos disponibles para preparar el antfgeno que podra ser
utilizado pare estandarizar nuevas tecnicas como alternative en el

dlagné6stico de la glardlasis en nuestro pals.



II. INTRODUCC ION

La glardiasis es una infecciOn parasitica, cuyo agente etiol6gico es
Giardia lamblie , protozoo flagelado que se transmite por Ia ingestik
de al imentos y ague fecalmente contaminada o Men por contacto feco -
oral y adheriendose posteriormente a Ia membrane epitelial del Intestino
humano por medlo del disco ventral que posee. Esta Infecci6n tiene las
manifestaciones clinicas de diarrea, flatulencia, anorexia y sfndrome de
male absorci6n. Generalmente afecta a nifios, homosexuales, viajeros y

personas hospital izadas (1,2).

Haste la fecha el diagn6stico se realize por is demostraciOn de los
quistes y trofozoftos en las heces de los pacientes sintornéticos o
asintomaticos. La observaci6n del parasito se hace microsc6picamente
en dos preparaciones, una con soluci6n saline y la otra con lugol. Existen
edemas otras tecnicas pare colorear las heces que permiten observer de
una forma mils clara el parésito, sin embargo Is sensibilidad de estes
tecnicas depende de la experiencia del observador y del tlempo empleado
en cads observaci6n. Es necesario tamblen considerar to poca cantidad de
quistes que a veces se excretan, por lo que se complice aim mils el

diagn6stico de la infecci6n.

Par ello se hace necesario implementer otros medios de diagn6stico
entre ellos el medlo de cultivo de 6/ardIa Iamb//a, lo que permitini la
produccién de antigenos que podrtin ser utilizados pare determiner Is
presencia de anticuerpos en pacientes sintométicos y asintométicos y
otros estudios ci inicos y epidemiol6gicos.
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III. ANTECEDENTES
A. Detos HistOricos:

La 6/erdla Iamb//a fue el primer protozoo que se describié como
agente causal de enfermedad diarreica en humanos (1). Su presencia ha
sido descrita por mss de 300 eflos airededor del mundo y su
descubrimiento se le atribuye a Leeuwenhoek ye que 61 fue el primero en

observarla en sus propias heces en 1681 (1,2).

En 1915, Stiles lo describié como un protozoo flagelado, que habits el
intestino delgedo del hombre y que cause sintomes de diarrea,
flatulencia, anorexia y siIndrome de male absorcién, denominando
portadores asintornaticos a quienes no presentan sfntomas (3,4).

Se le ha encontrado en pecientes inmunosuprimidos, nifios, adultos,
viajeros, homosexuales y es el responsible de epidemia en hospitales y

poblaciones completes (5,6).
B. Morfologfa, Ciclo de Vide y Habitat:

La Gard/s Iamb//a pertenece a la close Mestlgophora, es un patdgeno
intestinal, afecta principalmente el duodeno (3,7). El cicio de vide de
este parésito esta dividido en dos fases: trofozofto y quiste. Los
trofozoftos habitan en el intestino humano son bilateraimente simetricos
y se observan en muestras de heces dlarrelcas (4). Su tame() promedio
es de 14 urn, tiene forma piriforme o de bal16n de futbol americano y
presents un disco concevo ventral en Ia porciOn anterior (7,8). Presents
movimiento de hoja al caer sin direccién, presenta de 2-4 nOcleos,
flagelos y fibrillae, adermis de cuerpos parabasales y citoplasma retraldo
de la pared. En cads nUcleo hay un endoplasma central grande, sin
grénulos de cromatina, en Ia membrane nuclear presenta estructuras
baciliformes que reciben el nombre de exastilos, los cuales se Forman
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por fusion de los flagelos ventrates y grupos asociados a mIcrottibulos,
generalmente poseen 4 pares de flagelos (8). A cede uno de estos
flagelos se les ha Ilamado segkin su ubicacién anterior, posterior, ventral
y caudal, y surgen de un axonema correspondiente que a su vez se origina
un cuerpo basal o cinetosoma. En la parte posterior, con respecto at
disco adhesivo se encuentran dos cuerpos medio curvados los cuales se
tifien intensamente y se confunden con granulos cromatoides o cuerpos
parabasales y se cree que sirven de apoyo al organismo o bien que
participa en procesos de metabolism® y energia. En el sentido dorsal es
convexo mientras que en el sentido ventral es piano por lo que tiene
aspecto de titer® cortado sagitalmente; en donde el disco adhesivo es Is
cavidad uterina y el extremo aguzado corresponde a la porcién cervical

(7).

La division tiene luger en sentido longitudinal despues de Ia
duplicacién de las organelas. El desenquistarniento ocurre cuando los
trofozo(tos pasan al Intestino grueso donde se pierden los flagelos. Los
quistes son capaces de sobrevivir en agua haste por tres meses, son
susceptibles a Ia desecacien a 50°C y sobreviven a Ia clorinaciOn normal
de agua potable urbana. Cuando se utilize yodo pare su observacién los
nticleos vy fibrillas resaltan aun mes, los que contienen almidén se
colorean de azul, por to que se les denomina "Giardias azules". Los
quistes jévenes pueden presentar mesas de gluc6geno, enmascarando

algunas veces las estructuras internas (4).

Al ser ingerido el quiste es eclosionado en el duodeno y el trofozoito
se fija por medlo de su disco succionador a las alulas epiteliales (7,8).
Un pH de 6.0-7.0 es favorable pars el desarrollo del patégeno,
encontrtindose este pH en las criptas del duodeno y porciOn superior del
yeyuno, la infecciébn es intense y aumenta conforme se acerca at ciego.
Cuando existen infecciones las paredes del intestino se encuentran



recubiertas por Giardias cuyos fiagelos quedan libres (7).

La capacidad de adhesi6n del disco succionador impide que los
trofozoftos aparezcan en las heces por lo que aparecen cuando la diarrea
es intensa (3,8).

C. Caracterfsticas Bioqufmicas del Par6sito:

La membrane externa del parasito es la interfase de las celulas
huesped con el medio ambiente y esto implica el compromiso en Ia
supervivencia del microorganismo en interaction con el huéped (9). Para
estudiar la superficie de la pared del parésito intestinal se han estudiado
lectinas, con proteinas asociados o unidos especificamente a ciertos
residuos de azOcares (10,11). En 1981, Hill y colaboradores demostraron
is especificidad de la aglutinina del germen de trigo unido a la superficie
de trofozoftos de 61,9rdia por un ensayo de microaglutinacién

cuantltativa y microscopia fluorescente (12).

En 1985, Ward y colaboradores demostraron por medio de lectinas
marcadas con aglutininas de germen de trigo que la quitina es el
componente principal de is pared qufstica. Se utilizaron 12 lectinas de
las cuales solamente la N-acetilglucosamina y succilinato fueron
obfervadas en la pared del quiste. Se observ6 que las aglutininas
marcadas son ellminadas completamente por el tratamiento de los
quistes con la quitinasa purificada. Este efecto es especifico dado que
puede ser prevenido por la incubacién de Ia enzima con la quitina antes de
tratar el quiste. El tratamiento de quistes de N-acetil-B-
glucosaminidasa inhibe parcialmente a las aglutininas del germen de
trigo marcadas mientras que otras glicosidasas y proteasas no tienen
efecto. Estos hallezgos que la quitina es el mayor componente de Ia
pared de los quistes de 6/ardia sp. aumenta la posibilidad de que
inhibidores de su sintesis puedan ser usados en Ia prevenci6n del
enquistamlento y asi controlar la propagaci6n de la enfermedad (13).
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En 1990, Ortega-Barria y coiaboradores suglrleron que los residuos de
N-acetic-D-glucosamina (GlaNAc) son el mayor componente de
trofozoftos y quistes despues de la quitina. Para ello utilizaron versos
anillisis, entre ellos lectina marcada, digestiOn de glicosidasa,
galactotransf erase marcada, anelisis inmunoqufmico usando anticuerpos
especfficos pare GIcNAc y olfgomeros B1-4, y por cromatograf fa de
gas/espectrofotometrfa de mesas (GC/MS). Los resultados mostraron que
la N-acetil-D-glucosamina es parte de Ia composlicién de los anicares de
los quistes y trofozoftos de Gard/a Jamblle y slrve como un receptor de
aglutininas de germen de trigo marcadas pare el paresito (14).

Ademas de los estudios de is pared qufstica del paresito se ha
estudiado el metabolismo de este, principalmente en lo que se refiere a
Ia sfntesis de los nucle6tidos de las bases purfnicas y pirimfdinicas. Se
pudo establecer que presentan deficiencies metabdlicas pare la Ones's
de estas bases y adquleren esencialmente todos los nucle6tidos de
adenina por is funclé6n de la adenIna-tosforibosll tranferasa y los
nucle6tidos de guanine por Ia guanine-fosforibosil transf erase (15-17).

Estos hallazgos hen permitldo evaluar las enzimas blanco del
paresito que son de vital importancia pare el éxito del tratamiento. Para
6 famblia se encontr6 solo una enzima blanco que es la fosforibosil
transferasa es homogenea y muestra un sustrato (laic® y especffico
proplo como un blanco terapekicamente potenclal, a partir de estos
datos se consider6 que Ia falta de efectIvidad de los tratamlentos a sldo
atribuida a le presencia de multiples vies purfnicas dif fciles de bloquear
con un simple compuesto y la carencia de un potente inhIbldor de In
fosforibosil transf erase (15).

D. Inmunologfa del Par6sito:
Existen varies respuestas inmunol6gicas al par6sito, que sugieren que
7



en el curso de la Infeccian y su relaclén con el parasIto tanto la
respuesta inmune humoral como celular son importantes (3).

Esta respuesta inmune no ha sido bien estudiada, el desarrollo de cada
respuesta es sugerido por la propia limitacian de Ia infeccién, y por la
aparente especificidad de anticuerpos anti-a Jamtilia en el suero de
pacientes infectados, por el aparente incremento en Ia susceptlbi I idad de
le Infecclan en personas hipogammaglobulinemicos y por la dIsmInucian
de la senslIbilldad a largo de los resldentes en areas endemlIcas
comparadas con los visitantes (18-21).

La respuesta inmune puede ser modulada por varios factores, se
sugiere que la primera exposition aumenta la resistencia a una segunda
infeccién y que la deficiencia de inmunoglobulinas en estos pacientes
puede Incrementar la susceptibilidad a esta infeccién. Anticuerpos anti-
C ismtills circulantes y monocitos citot6xicos tambian participan en
este modulaciOn (22,23).

En pacientes inmunolagicamente normales se ha encontrado que los
anticuerpos circulantes contra 6ierdis sp. son del tipo IgG, ya que este
parasito se establece inicialmente en el lumen intestinal y se espera que
los anticuerpos secretorios jueguen un rol en la respuesta inmune del
parésito. Aunque se ha observado que el nivel de IgA secretoria esta
disminulda, el de IgM este deficlente y el de IgE circulante esta elevado,
la IgG e IgA scretorla han sido implIcadas en Ia protecclOn contra
eisrea lamb//a (19,20, 24).

Se ha observado que no hay diferencias significativas en las
subpoblaciones de linfocitos T y B en sangre periferica con o sin
Giardiasis, to cual se cree que es la causa de producir cantidades
normales de IgG e IgM. Existe una falla en la funcién de celulas T
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¢ -eyudedores que no permiten que las celulas B terminales o celulas B
acepten signos de maduracien y diferenciacien de celulas T-ayudadores
(21).

La diferencia de susceptibilidad a Ia infection en humanos se debe en
. parte a su capacidad diferencial de producir anticuerpos y responder
efectivamente a la invaslen de trofozoftos de 6 iamb//a . Estos
anticuerpos pueden eliminar a los trofozoftos por Ia union con el antigen®
e interferir asf con la sobrevivencle del trofozoIto en el Intestino
humano, aglutinar el parasito, unirse con el flagelo e Impedir Ia
movilidad o participacldn del complement® y/o celulas mediadas por
toxicidad (monocitos cltotexicos) (21).

Las celulas T son necesarlas pars Ia producclen de anticuerpos
Intestineles y los fagocitos mononucleares funcionan como celulas
efectoras y reguladoras del sistema Inmune (24,25).

En 1980, Owen y colaboradores observaron places de Peyer's
infectadas con este parasito con actimulos de macrefagos entre las
celulas del epitello columnar y trofozoftos adheridos. La formation de
linfocitos en roseta airededor de los macrefagos que han Ingerido los
trofozoftos Indican un importante proceso antigenic® de los macref egos
(26). Los macref egos con trot ozoftos de 6 iamb//a derivan de monocitos
humanos y esten asoclados con Ia respiration oxidative y Ia destrucclen
intrecelular de los trofozoito's (24,25).

En 1987, Nash y colaboradores descubrieron que en Ia superficle de
los trofozoftos de 6/area sp. se encontraba el antfgeno de superficie
que es un pollsacarldo y que en SDS-PAGE su peso molecular se encuentra
entre 94000-225000 Mr. Més adelante Einfleld-Stibs, determinaron que
una proteins de 82000 Mr estaba presente en 4 cepas diferentes de
Gardle sp. . Edson y colaboradores posteriormente observaron por
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medlo de yodlnacien, con lactoperoxidasa o 16dogeno, ambos con residuos
de tirosIna yodinada, que aigunos paresltos poseen sotamente un antigen®
mayor de superficie, y que este antigen® es una protefna molecular entre
82000-88000 Mr (18,27)

Un examen adicional de estas cuatro cepas y otros parasitos demostré
que el epitope reconocido como GL-1 es especff ico para 6 /8mb/ie y que
no reconoce a 6 mur/s . Sin embargo ratones BALB/c Inmunes 6 muris
inmunoprecipitan el inmunageno mayor de 6 muds que es una proteins
de 82000 Mr, lo que hace suponer que to protein® mayor de superf Icie es
anéloga a la reportada pare 6 lamblia (88000 Mr). Se ha establecido que
el suero humano contiene anticuerpos e inmunidad protectora contra el
paresito. En el sitio de replicacién, el intestino delgado, el paresito esta
accesible unicamente a anticuerpos secretorios especialmente del tipo
IgA. Los resultados de otros estudios han demostrado que los trofozoftos
adheridos a celulas epiteliales del intestino, producen anticuerpos
monoclonales GL-1 que impiden que se adhieran mas paraslItos y slendo la
parte efectora de este funcian le proteins 88000 Mr (18).

Se ha demostrado que existen tres tipos de anticuerpos especff icos a
antigenos PM/GLSA-82 de 6 Iamb//a en los suletos con Glardiasls. Los
titulos de los tres anticuerpos (CGE, PM, GLSA-82) son independientes de
to edad y el sexo de los suletos con infecciOn persistente los nivetes de
anticuerpos anti-PM/GLSA-82 no son signif icativamente altos, mlentras
que la concentracien de anticuerpos antl-CGE si lo son. Suletos con
infeccian no persistente deserrollaron tftulos de anticuerpos a los tres
antigenos. Despues de recibir quimioterapia adecuada se encontr6 que
los pacientes con Infeccian no persistente respondieron bien a Ia terapia,
mlentras que los pacientes con infeccién persistente no to hicieron. Se
concluy6 que era necesario la presencia de los tres anticuerpos anti
-PM/GLSA-82 y CGE pare atterar Ia funclen de la membrane del paresito
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y que estos anticuerpos circutantes en pacientes con infeccién
persistente pueden ser el resultado de Ia hipogammeglobulinemia (21).

E. Patologfa:

Las manlifestaclones clinicas en Ia fase aguda de is Giardiasis son
natiseas, anorexia, defecaciones acuosas y explosives, esteatorrea, male
absorcl6n y retortijones medio-epiglstricos. Al principlo puede
confundirse con dIsenterfa amebiana o bather aguda, pero se diferencian
por el mal olor de les heces, flatulencia, distension abdominal, junto con
Ia ausencia de pus y sangre. Adernis se sospecha de la presencia del
parasito por los sintomas sub-agudos con episodios perildicos de
defecaciln blanda y maloliente y con evidencia de esteatorrea (2,7).

El etecto de Ia infecci6én en Ia mucosa del intestino delgado puede ser
detectado por la evaluacién de sintomas por la prueba de absorcién,
med1cl6n de enzimas de la mucosa y por examen hlstopatollgico de una 6
més biopsies donde se evelua Ia arquitectura alterada de In mucosa con
acortamiento o ausencia de las microvellosidades lo cull produce el
sindrome de malaabsorciOn. Ademas, el den® a nivel de cepillo en el
aspecto luminel del epitello de chubs columneres da como resultado In
deficiencla de enzimas como In lactose (disacaridesa), In cual puede
ocasionar una diarrea osmOtica despues de Ia Ingest!On de leche (23, 28).
La alteraci6n del transporte de sodio puede ocasionar una secreciln neta
de ague y sodio ocasionando una diarrea secretorla. Finalmente los
efectos histopetol6gicos de la infecci6n incluye dorms en el ntimero, tipo
y distribucién de chlulas linfoides en la mucosa, abarcando parte de In
evidencia de I1a presencia de reacciones de inmunidad y/o
hipersensibilidad. Las ticnicas utilizadas para examiner las
anormalidades intestinales en ratones con giardiasis podran ser
aplicados en el examen de blopsia del intestino deigado de pacientes con
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este enfermedad, estas Incluyen le medIclen de Ia arquitectura de in
mucosa (microvellosidades de las criptas y proliferacien de celulas en
las criptas), cuantificacien en el borde de cepillo de enzimas
disacéridasas y conteo de linfocitos intraepltellales. Los efectos de la
infecciencrenicafueron establecidos al comparar resultados de una cepa
de ration Infectados con 6 muris con una no infectada (28,29).

Se ha asociado Ia presencla de 6 faz011e con s(ndrome de mela-
absorcl6n lo cudl conlleva una deficiencla en el transporte de glicina y
glucose, los que son activamente absorbidos, edemas de los mecanismos
de transporte que se han visto afectados por el deo en las celulas de
maduraclén. La cantidad de lesiones que hay en la mucosa se han
relaclonado con el grado de severidad del s(ndronne de mala-absorci6n,
siendo estes lesiones causadas por el disco ventral que se fija a Ia
mucosa (29).

En 1982, Amend y colaboradores estudiaron 6 ratones de cuatro
semanas de edad y de diferente sexo Infectados con GUardia y 6 ratones
como grupo control. Se les extrajo el intestino el cual se lavo con
soluclen saline frfa y el contenldo intestinal se evalu6é inmediatamente
bajo el nnlcroscoplo observandose 1a movilidad de los trofozoftos del
parésIto. Despues de evaluar microscopicamente el contenldo Intestinal
se le mId16 el trasporte de glicina, glucose y alanina, asl como ensayos
enzinnaticos de in lactose, sucrose, glucosa-oxIdasa-peroxIdasa, lactato
deshidrogenasa, fosfatasa alcallna, transaminasa gluternico oxelacitica
y transaminasa gluternIco pirUvica. Se concluy6 que en los ratones
Infectados el transporte de glicina, glucosa y alanina estaba dismimuido,
mientras que en los ensayos enzinnaticos In fosfatasa alcallna,,sucrosa y
lactose estaban disminuidas mientras que las otras enzimas no variaron
(30,31).

En 1979, L6pez-Brea y colaboradores realizaron un trabajo donde
12



estudiaron 164 nifios con asma bronquial y 35 nifios normales como grupo
control, la edad de los ninos fluctu6 entre 1-14 arms. Se les evalu6 2
muestras de heces a cada uno InvestiOndose Ia presencia del parasito
con la tecnica de concentraci6én formol-Oter modificado. En 22 muestras
fue confirmada Ia presencia del parésito (5.71%), por lo que se concluy6
que a Jamb/ia se puede asociar con asma bronquial. En forma paralela
se estudI6 a nirios de 17 meses de edad con diarrea crénica de 4 meses de
evolucién, utillzando Ia tecnica de IFAT (tecnica de inmunofluorescencia
Indirecta pars antfgenos) encontrandose 15 posltivos a un tftulo de
1:320. Los nifios fueron tratados con metronidazol, at mes fueron
evaluados nuevamente por el método de IFAT (ticnica de
inmunofluorescencia indirecta para antfgenos) y los tftulos encontrados
fueron 1:40 como resultado negativo (32).

En 1991, Al-Tuklel y colaboradores estudiaron 5 ratones BALB/c
donde se les evalu6 diferentes secciones del yeyuno, duodeno e 11e6n. La
mayor cantidad de trofozoftos tue observada en el yeyuno. Al examen
histolOgico otros dos ratones no presentaron cambios muy marcados,
mientras que a los otros tres ratones se les observ6 Ia presencia de
alulas inflamatorias (linfocitos, celulas plasmaticas y e6sinof ilos) en
Is regiOn donde se encuentran microveliosidades y las criptas. Las
observaciones por microscopia electronics revelaron que los trofozoftos
de 6 lemblia se encontraban en Ia regi6n de las microvellosidades y
criptas, y adernas se observar6n lesiones producidas por la adhes16n del
disco ventral de los trofozoftos (33).

Existen varios factores que predIsponen a Is sintomatologfa y entre
ellos la aclorhidria y la hipogammaglobulinemia y es por ello que
personas Infectadas con pocos parésitos presentan sfntomas severos,
mientras que los que presentan humerosos parasitos no tienen sintomas.
Otros dos factores Importantes son Is desnutricién de nifios,
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especlalmente por la falta de allmentos con protefnas y catorfas, y en
adultos despuis de une gastrectomfa ye que aumenta la sensibilidad a la
infeccian (23). Otros factores no se encuentran propiamente
relacionados con Ia persona infectada sino que con el parasito en sf y
estos son el tipo de cepa aislada y el tipo de isoenzimas que se
encuentren presentes en el parasito. En 1989, Cedillo-Rivera y
colaboradores aislaron 19 cepas de pacientes sintomaticos y
asintomaticos en Ciudad de Mexico. A las cepas aisladas a partir de
cultivo axenico se les demostr6 por electroforesis Ia presencla de 8 de
las 10 isoenzimas estudiadas, estas enzimas incluyen lactato
deshidrogenasa, malato deshidrogenasa, enzima milica, glucose
deshidrogenasa, glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, fosfoglucomutasa y
glucose fosfato isomerasa. Se encontr6 que la lactato deshidrogenasa,
malato deshidrogenasa, enzima malica, glucosa deshidrogenasa, glucose-
6-fosfato deshidrogenasa y glucose fosfato isomerasa muestran solo
una banda, es decir un zimodemo. Mientras que la fosfoglucomutasa

muestra tres bandas es decir tres zimodemos diferentes (34).

En 1991, Abaza y colaboradores realizaron un estudio donde
analizaron las enzimas de 4 cepas: cepa WB (Nebraska, USA), cepa UNO
(Ismailia, Egipto), cepa EGY y cepa VA (Georgia, USA), esta Ultima aislada
de pacientes asintomaticos. Las cepas WB y UNO fueron aisladas de
aspirados duodenales, mientras que VA y EGY to fueron de una especie de
rates ( Meriones ungukulatus) a las que se les inocul6 el parasito. Las
cepas fueron mantenidas en medio de Keister's en el CDC de Atlanta y se
encontraron multiples isoenzimas de enzima malice (ME), estearasa(ES),
fosfoglucomutasa (PGM), glucoisomerasa (GPI). Las cepas de WB y VA
fueron asignadas at zimodemo I, las de EGY al zimodemo II, y las de UNO
al zimodemo III ya que se encontraron bandas traslapadas del zimodemo I
y II. La cepa EGY es de baja infectividad y produce bajo numero de
quistes compared® con WA y VA, la infectividad y excresl6n de quistes de
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Ia cepa UNO es intermedlo entre los dos grupos (35).

F. Epidemlologfa:

La incidencia de Glardia sp. en el mundo no se conoce con exactitud.
Su distribution es cosmopolite tanto en areas templadas como tropicales
y se ha encontrado asociado a epidemias que se han originado a partir de
agua contaminada, entre los viajeros, turistas y residentes de las
poblaciones. Los turistas que retornan de Rusie, Portugal y cuelquler
parte del mundo han sufrido los efectos nocivos de este paresito. La
distribution de 678rdie sp. es mundial y la Incidencla en los Estados
Unidos es de 4-7 % de todas las muestras de heces observadas, siendo

observado mayormente en nifios y homosexuales (hombres) (27,36).

Se ha visto que el agua este ImplIcada como orlgen comtin de
epidemlas en varios lugares, siguléndole la transmislan mano-alimento-

boce y mano-boca (36).

En 1966 en Camas, Washington se confirmaron 128 casos con
infection por Glardie lemblia durante Ia primavera. En 1970 en el
refugio de esquiadores de Aspen, Colorado tambien se report6 una
epidemia que se origin6 a partir de la contamination del ague del pozo
que abastecla Ia ciudad y se encontr6 el 11% de los vacacionIstas y el 2%
de los residentes infectados. En 1978, se estudiaron a 100 pacientes
cubanos cuyas manifestaciones cilnicas fueron compatibles con sindrome
de ulceration y con el 56 % presentando el parasito en Ia muestra de
heces. En ese mismo an® en Vail, Colorado se report6 un brote que
result6 de Ia obstruccian de un drenaje, cuyo escurrimiento contaminé6 el

arroyo que dote de ague a la ciudad (7,23).

Como es sabido es una enfermedad protozoaria que afecta tanto at
hombre como a una variedad de vertebrados salvajes y domesticos. En
15
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1985, KIrpatrIck-Green IV y colaboradores en un primer experimento
infectaron 6 gatos con trofozoftos de 6 lamb//a provenientes de
humanos los que fueron observados durante 80 dfas. El parésito fue
observado 6nicamente en las muestras de heces el primer dfa. En un
Segundo experimento Inocularon 8 gatos con quistes de 6 lamb//a
aislados de humanos y los observaron por un period® de 8 semanas, dos de
los ocho gatos presentaron quistes de 6 lamb//a en sus heces
tinicamente los dos primeros dies, negativizendose despuds. Las
observaclones en el Intestino no revelaron Ia presencia de trofozoftos
por lo que se concluy6 que los gatos no son probables reservorios de 6
lamb//a (36,37).

Estudios epidemiol6gicos han Identif icado aspectos de is inmunidad y
su papel en Ia proteccién de la enfermedad. La edad relacionada con una
alta prevalencia de 6 lamb//a en los grupos endemicos es la infancia
(25).

Las veriaclones geogrdf Ices podrfan explicar aparentemente los
hallazgos discrepantes. En Finlandia los casos de infecciOn por 6
lamb//a son raros excepto en personas que han viajado fuera de este
ciudad (38).

Se he demostrado que los quistes de 6/araila sp. sobreviven mss
tiempo en ague frfa que en ague cal lente por to que se le considers de
Importancla epidemiolOgica y ademds explica el porque de muchas
epidemlas como en el caso de Leningrado, U.R.S.S. (1974), Camas, (1977)
Washington (1977), Rome, New York (1977) y Berlin New Hamsphire
(1977) (39).

Los estudios sobre Ia incidencia de este infeccidn en Guatemala no
existen, mss blen los pocos estudios que existen to tratan a nivel clinic®.
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En base a las estadfsticas realizadas en Hospitales Nacionales se ha
encontrado una incidencia que oscila entre 2.4 % a 5.6 %.

G. Cultivos in vitro:

Los estudios de medio de cultivo In vitro pars a famblla data de
1927, mds sin embargo fue haste en 1960 cuando Karapetyan logré
cultivar trofozoftos del pardsito simbi6ticamente con fibroblastos de
polio y Cand gul/Ilermondll o fribrobiastos de con* y
Secheromyces cerevisige (1,2).

Para Ilevar a cabo la realizaciOn del medio de cultivo y su inoculacién
existen dos pesos previos que son claves pare el dxito del cultivo y que
son la purif icaciOn de los quistes y el desenquistamiento. Para Ia
purificaciOn de los quistes se hen probado varies tecnicas una de ellas
fue descrita en 1979 por Bigham and Meyer quienes purif icaron las heces
por medio de un gradiente de concentracién con sacarosa, con muy buenos
resultados por lo que concluyeron que es un metodo efectivo y
reproducible (4, 40). En 1983, Spaulding y colaboradores usaron
membranes Gelman Metricak, MA-1 25 mm y mal las de dacrOn de spacers
(millipore Tipo AP-32) las que son removidas despuds de Ia f litracién,
fi jadas en caliente con una solucl6én fijadora de Schaudin (50'C) y terlidas
con tincién tricrémlIca. Despuds son hidratadas y se aclaran con xileno y
puesta en un portaobjetos, cublerta con otro portaobjetos y lista pare
hacer conteo de quistes. Este metodo permite distinguir las
caracterfsticas internas de los quistes; es un mdtodo preciso y
reproducible (41).

En 1987 , Douglas y colaboradores utilizaron como tdcnica de
separacién una columna de Sephadex G-50, conciuyendo que es una buena
tecncia de purificaciOn de quistes a pesar de ser una tecnica tediosa(42)
17



Para Ia etapa de desenquistamiento se hen descrito varies tecnicas
como Ia de Bigham-Meyer, donde los quistes purificados son expuestos a
jugo gdstrico sintetico (4). La tecnica descrita por Rice-Schaefer Ill
esta dividida en dos pesos importantes, el primero es por medio de la
induccl6n a pH baps y segundo usar un medico exciusivo pare desenquistar
el cual contiene solucian de Hanks, L-cistefna-HC1 y glutation y
blcarbonato de sodio, pH 2.0, todas estas soluciones a 37°C (43,44).

Los trofozoftos hen sido cultivados axenIcamente en el medio HSP-1
descrito por Meyer en 1976, subsequentemente en TPS-1 (tripticasa-
triptin casein digest, panmede-digest I iver-suero) desarrollado
inicialmente pare E. histolytica (45).

En 1980, Visvesvara utiliz6 el medio TPS-1 desarrollado por
Diamond's en 1968, el cual contiene suero bovino inactivado, medio
NCTC-109 en lugar de Ia mezcla de vitaminas, el caldo de tripticasa es
esterilizado por filtraciOn en lugar de ser autocieveado. El niimero de
trofozoftos se mantuvo en aumento los primeros siete dfas, mientras que
a partir del octavo estos descendian (45,46). En 1980, Giffin-Diamond
usaron el medlo TPS-1 modif Iced® y esterilizado por filtracién,
determinando que los porcentajes de eficiencia de formacidn de colonias
con trofozoftos de 6 iamb//a fue de 20-40 % (47).

En 1981, Bathla-Warhurst usaron el medio TPS-1 con 10% de suero de
caballo, 40ug/ul de gentamicina e incubado en posiciOn horizontal a 37'C
por una hora, con suave rotaciOn pasado este tiempo se coloca en posicién
vertical. Al criopreservarse en ampollas con nitrdgeno liquid® y por 5

meses se comprobd que conservan el 50 % de su movllidad (3,40,48).

En 1984, Gordts y colaboradores utilizaron el medlo TPS-1 con las
modif icaciones, de adicionar suero fetal de ternera at 10% y una soluclOn
de NCTC-135 at 10% con solucidn de L-glutamina y 100 IU/m1 de
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Penicilina G, 100 mg/I Streptomicina, 20 mg/I de Vancomicina y 20 mg/I
de Clindemicine. Observando durante los primeros 8 dfas un aumento en

el ndmero de los trofozoftos los que descendfan a partir del 90. dfa (49).

En 1983, Keister utillz6 la version modificada del medio TYI-S-33
(tripticasa-extracto de levadura-hierro-suero) que contiene bilis y
cistelna como reactivos adicionales. Cada medio contiene: K>HPO,,
KH2PO,, tripticasa, extracto de levadura, glucose, citrato ferric()
amOnlIco, bills bovine y suero bovino inactivado (56°C por 30 min.), el pH
7.0-7.2 con NaOH 1 N (45,50-52). En 1983, Wallis-Wallis describieron el
uso del medio TYI-S-33, e inocularon este con trofozoftos provenientes
de Meriones unguicutetus con heces provenientes de perros y humanos.
Los Unicos que se lograron cultivar fueron los que se inocularon con

heces de humanos (53).

En 1987, Meloni-Thompson realizaron un estudio comparativo de
cultivos exénicos in vitro con Gardla sp. de origen humano y canino, el
medio de cultivo que uti I izaron para aisiar el parésito fue el medio BI-S-
33 (Biosate-Suero inactivado) el cual contiene peptone biosate, glucose,
NacCI, L-cistefna-HCI, acid® ascOrbico, bills bovine, citrato ferrico
amé6nico, NCTC-135, KH,PO,, K,HPO,, suero fetal de ternera inactivado,
1x104U de Penici I ina G, 10 mg de estreptomicina, 5 mg. de gentamicina y
ague destilada. Los trofozoftos de Glordia sp. provenientes de humano
fueron los dnicos que fueron aislados (54). Hautus y colaboradores
tambien describieron el uso del medio BI-S-33 pare aislar a lemblia de
origen humano (3).

H. MOtodos de DiagnOstico:

El diagnOstico de Giardlasis se base en la historia clinica del paciente
y la conf irmaciOn de is presencia del parasito en las heces del paciente.
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1. Diagn6stico CI fnico:

En primer lugar el diagné6stico clinico de esti+ infecci6n se debe
diferenciar entre Ia disenterfa amebiana o bacilar aguda. Este
diagn6stico se base en Is historia clinics del paclente signos y sfntomas
tfpicos de la infecci6n si es que los presents, ya que existen pacientes
sintomaticos y asintomaticos. Las manifestaciones agudas son nadseas,
anorexia, defecaclones acuosas y explosives, esteatorrea, sindrome de
mala-absorci6én y retorti Jones medio-epigastrIcos. Se diferencia con
disenterfa amebiana o bacilar aguda por el mel olor de las heces,
flatulencia, distensi6én abdominal, ausencia de pus y sangre (7).

2. Diagn6stico de Laboratorio:

El diagn6stico de laboratorio se realize por medio de la IdentificaciOn
microscé6pica del paresito en heces, Ia cual va a depender de Is
experlencla del observador, el tiempo que dedique en observer cede

muestra y cantidad de quistes presentes en In misma.
3. Diagn6stico Serol6gico:

Debido a lo dificfl que es diagnosticar esta infeccién tanto en
pacientes sintomaticos como asintometicos se hace necesario el
estandarizar tknicas especff Ices que puedan detectar enticuerpos y
antfgenos, tanto en suero como en muestra de heces. Las ticnIcas que se
hen estandarizado son Inmunofluorescencia (IFI), ELISA y Electroforesis
en gel de pollacrilamIda.

En 1980, Visvesvara y colaboradores usaron Is tknica de Ill pare
detectar anticuerpos anti 6. Iamb//a en suero, utilizando como antfgeno
trofozofto de G. Aemblle . En 29 de los 30 pacientes con Giardiasis
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sintometicos los titulos encontrados fueron de 1:16 a 1:1024, comparado
con el grupo control de pacientes sanos que presentaron titulos de 1:2 a
1:4. Los titulos en 15 pacientes infectados con A. lumbricades , E
histaytica o cualquier bacteria intestinal fueron menores de 1:16. El
test de IFI para anticuerpos anti- a Iamb/ia es especifico y
reproducible, siendo kit en estudios epidemiolOgicos e inmunolOgicos de
Giardiasis. Los titulos sericos en individuos es 93.9% reproducible (55).

En 1982, Moody y colaboradores realizaron un estudio comparativo en
pacientes infectados con y con enterobacterias aisladas de la
parte aita del intestino de pacientes con Giardiasis severa, a quienes se
les determine los anticuerpos sericos por medio de inmunofluorescencia.
Fueron evaluados 51 pacientes los que estaban divididos en 8 grupos:
Giardiasis con severa mala-absorcien y anormalidades histolegicas de la
mucosa yeyunal, Giardiasis sin mala-absorcién y con morfologfa yeyunal
normal, Sprue tropical, enfermedad cellaca, amebiasis intestinal
invasive, colitis ulcerative, enfermedad de Crohn's y el grupo control. A
cads paciente se les determine anticuerpos contra 61ardis sp. y contra
algunas enterobacterias, encontrandose anticuerpos contra Giardia sp.
en 8 casos del grupo con Giardiasis con severe mala-absorcien y
anormalidades histolOgicas de la mucosa yeyunal y ausente en 5 casos
del grupo con amebiasis intestinal invasive y en 6 casos del grupo
control. Anticuerpos bacteriales y anticuerpos contra a Iamb/ia se
encontraron solamente en 2 grupos, 2 casos del grupo Sprue-tropical y 2
casos del grupo con enfermedad celiac& En base a lo observado se
concluye que estos dos tipos de anticuerpos no presentan reacciones
cruzadas y que la tecnica de inmunofluorescencia es una buena tecnica

para diagnesticar este infeccién (56).

Algunas desventajas de la tecnica de IFI es que debe ser observada en
microscopio fluorescente y luego tiene que ser interpretada, y es dif id!

de cuantlf Icar. Por el lo se hace necesario user otro tipo de tecnicas que
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permitan cuantlf icar anticuerpos. En 1981, Smith y colaboradores usaron
el metodo ELISA el cual no necesita f ijacién y utiliza como antigenos
trofozoftos intactos de 6 lamblia . Al emplear este ensayo demostraron
que 81 % de los 59 pacientes con Giardisis sintomatica y 12 % de sujetos
del grupo control presentaban anticuerpos 1gG circulantes de 6 lamb/Ia .
11 de 15 pacientes que fueron evaluados seriadamente presentaron
anticuerpos desde 2 semanas haste 15 meses despues de la terapia pare
infecci6én aguda. La prevalencia de anticuerpos en 197 indlviduos no
seleccionados en Washington, D.C. fue de 14 % vy titulos altos de
anticuerpos fueron detectados en 3 de 7 pacientes con infeccié6n
recurrente. ELISA es un ensayo que puede ayudar para futures
caracterizaciones de anticuerpos como respuesta a la infecci6n de 6
landilia (57).

En 1987, Nash y colaboradores usaron un test de ELISA que detects
antigenos de 6 lamblia en heces de humanos infectados con dos cepas
diferentes de Giardia, GS/M e (Sr. Fueron evaluados un total de 277
muestras de heces de voluntarios 74 fueron infectados con le cepa 'sry
203 con Ia cepa GS/M. Del primer grupo 72 tenian quistes y a 69 (94.5%)
se les detect6 el antigeno. De los 203 infectados con la cepa GS/M a 108
se les detect6 el antigeno y solamente 73 presentaron quistes. En otro
grupo de 18 voluntarios, ninguno de los 5 inoculados con Ia cepa Isr
present6 la infeccién, no se les detecto el antigeno. De los 13 restantes
inoculados con GS/M todos presentaron quistes y se les detect6 el
antigeno. Se concluy6 que para el diagné6stico de la infecci6én de Giardia
sp. el test de ELISA es un ensayo tan sensible como el examen
microscé6pico y es facil de ejecutar (5).

En 1988 Knislye y colaboradores usaron la técnIca de ELISA para
detectar antfgenos y anticuerpos, utilizando suero de conejos y cabras
inmunizadas con trofozoitos de Giardia sp. comparéndola con la

22



deteccIdon de antfgenos de Giardia en heces, 80 de las cuales fueron
positives pare el paresito por el examen microsc6pico. La sensibilidad y
especificidad del ensayo fue confirmado por los resultados negativos de
! 0 muestras de neonatos y 27 pacientes con infeccién enterica, se pudo
determiner que el congelamiento y descongelamiento repetitivo, tiempo

prolongado de almacenaje, tratamiento antidiarreico no interfieren con

los resultados. Para el diagn6stico de Giardia sp. , ELISA es sensible,
especlfico y no es influenciado por factores del medio ambiente o por

otros enteropat6genos. Este test provee un metodo practico y cont fable
pare evaluaciOn de gran ntImero de muestras (58).

Varios mitodos de detecciOn pueden facititar el diagn6stico de a
Iamb//a en muestra de heces. Se hen utilizado técnicas como
etectroforesis con gel de poliacrilamida de sulfato duodecil e
inmunotransferencia. Tanto to forma de quiste como de trofozofto
presentan versos antlgenos, especialmente en regiones de 65 kd y entre
30-40 kd. En 1989, Janoff y colaboradores usaron metodos pare
examiner 118 muestras de heces provenientes de un laboratorio Clfnico
Microbiol6gico ( 53 con presencia de Giardia) y 239 muestras
provenientes de un Hospital (39 con presencia de Giardia). Usando la
microscopfa como estandar establecieron pare CIE y ELISA una
sensibi I idad de 88 % y 94 %, especificidad 94 % y 95 %, valores positivos
86 % y 76 %, valores negativos 98 % y 97 % y una concordancia del 89 %
respectivamente. El porcentaje de falsos-positivos para ELISA fue de
24% (10 de 42) en los pacientes del Hospital y solamente 3% (1 de 32) en
adultos sanos, datos corroborados por microscopfa. Esta discrepancia
sugiere que ELISA puede ser mas sensible que un examen microscé6pico
que es considerado estandar de referenda, y que en parte los resultados
dependen de Ia epidemiologfa de Ia InfecciOn (59).

Se han utilizado anticuerpos monoclonales especfficos para quistes
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generados in vitro de Giardia (GCSA-1). Los anticuerpos reconocen 4
polipeptidos de 24-45 kd de peso molecular como parte de los
componentes de las paredes de los quistes. Los antigenos reconocidos
por GCSA-1 aparecen dentro de las primeras 8 horas que han sido
expuestos a un medio de desenquistamiento siendo sintetizados por
parasitos enquistados puesto que el los pueden ser marcados
metab6licamente con S *°-cisteina e inmunoprecipitan por GCSA-1y
reaccionan con quistes in vitro de la cepa WB de . Estos
hallazgos sugieren que los determinantes antigenicos reconocidos por
GCSA-1 se desarrol Ian regularmente por lo que se cree que pueden formar
estrategias designadas a inhibir esta sintesis previniendo el
enquistamiento y controlar asf Ia difusién de la enfermedad (60).

En 1982, Smith y colaboradores iniciaron estudios de caracterizacién
de antigenos de cepas de @ Iamb/ia de Afganistan, Oreg6n, Ecuador y
Puerto Rico con electroforesis y ELISA. Con Ia tecnica de electroforesis
se encontr6 que el peso de las proteinas presentaban bandas entre
12000-140000. Al observar los resultados por electroforesis se
encontr6 que la cepa Oreg6n presentaba un set an6dico de antigenos
mientras que las otras cepas muestran un antigen® simple neutral. Otros
antigenos menores diferentes fueron encontrados entre las 4 cepas.
Cuando usaron trofozoltos de varias cepas como antigen® en ELISA, se
detectaron diferencias en los titulos a usar sueros de humanos, lo que
sugiere la existencia de importantes diferencias antigenicas entre cepas
(22).

En 1989, Rosoff y colaboradores compararon el test diagnOstico
ProSpecT/Giardia ( Alexon Inc. Mountain, View, Calif.), con el examen
microsc6pico (O&P). Un total de 325 muestras fueron evaluadas, de las
cuales 93 correspondian a pacientes positivos por O&P y 232 colectadas
al azar de pacientes, 16 fueron positivas por O&P e inmunoensayo, 6 son
negativas por O&P pero positivas para el inmunoensayo y 1 positivo por
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O&P y negativo para el inmunoensayo. El inmunoensayo es sensible y
especff ico 96 % y 100 % respectivamente, mientras que la sensibilidad y
especificidad de O&P es 74 % y 100 % respectivamente. LOs
inmunoensayos tambien ejecutados en muestras tratadas con formalina
neutral al 10 %, f ijadas por acetato de Sodio-Formalina y medio de
transporte con alcohol-Polivinilico. El test ProSpecT/Giardia es
sensible y especff ico y facil de interpreter (61,62).
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IV. JUSTIFICACION

Hasta Ia fecha el método diagn6stico mas utilizado para Ia giardiasis
es la demostraciOn de los quistes y los trofozoftos a partir de heces de
pacientes sintomaticos y asintometicos. Este no es tan especffico ya que
es alto el nOmero de pacientes que muestran sintomatologfa sugestiva de
giardiasis y un examen de heces negativo, ya que excretan poca cantidad
de quistes. Es necesario tambien considerar que la experiencia del
microscopista y el tiempo empleado en la observacién de cada
preparaci6én son importantes para observar quistes o trofozoftos del
parasito causante de la infeccién. Por ello, se hace necesario
implementar nuevas tecnicas de diagnOstico de Ia infecciOn y determinar
Ia presencia de anticuerpos en pacientes sintomaticos y asintométicos.
Estas nuevas técnicas podran ser aplicadas en estudios clfnicos y

epidemiolOgicos para determinar Ia incidencia del par6sito.
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V. OBJETIVOS

A. Estandarizar la tecnica de purificaclOn de quistes de Gierdia Iamb/ia
a partir de heces frescas

B. Estandarizar la tecnica de desenquistamiento de 6/ardia Iamb//a.
C. Estandarizar el medlo de cultivo para Glardia famblia en el medlo

TYI-S-33 modificado segtIn Diamond's a partir de heces de diferentes
pacientes con esta infeccién.
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VI. HIPOTESIS

El medio de cultivo TYI-S-33 modificaciOn en Diamond's es un medio

efectivo pare cultivar Giardla
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VII. MATER !ALES Y METODOS

A. Universo de Trabajo:
Muestras de heces de pacientes con presencia de 6 temblia ( 6 6 mas
quistes por campo). Estas muestras de heces fueron utilizadas para el

cultivo del parasito en el medio especff ico.

B. Medios:
1. Recursos Humanos:
a. Estudiante tesista:
Br. Gladys Calderon Castilla.
b. Asesor:
Licda. Vivian Matta Rios.

2. Recursos Institucionales:

a. Instituto de Investigaciones Qufmicas Biolagicas-IIQB-

b. Departamento de Citohistologfa, Facultad de Ciencias Qufmicas y
Farmacia.

c. Laboratorio Multidisciplinario, Facultad de Medicina, USAC.

3. Recursos Materiales:
a. Materiales y Equipo:
- Tubos de ensayo con tap6n de rosca.
- Tubos canicos de plastic® de 15cc.
- Pipetas graduadas
- Pipetas Pasteur
- Balanza analitica
Microscopio
- Centrifuga
- Bari® de Marfa

- Mechero
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Incubadora

VOrtex

Gass

Embudo

Papel micropore 45 um

Medidor de pH

Muestras de heces con quistes de thardia Iamb/ia (6 6 mes quistes por

campo).

. Reactivos (Anexo No.1 ):

Sacarosa 0.85 M

Soluci6én Salina 8.5 %
Formalina al 10%

HCI pH 0.5

NaOH 2N

Formalina

Lugol

NaH.CO;

PBS pH 7

K>HPO,

Suero Bovino Fetal

Casein Digest (BBL tote 97023)
Bovine Bilis (SIGMA-B-8381)
Dextrosa

NaCI

Acido asc6rbico

Citrato Ferrico amOnico
Cistefna

Solucién de Hanks

Medio de Eagle

Ceftriaxone 200 ug/ml. (Rocephin, Roche)
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4. Procedimlento:

a. Purificacian de quistes de Gardth lamb/Ia a partir de heces:

- Se di luyeron las heces recientemente obtenidas en agua destilada ( 1
gr. de heces por 100 ml de agua destilada), y se filtraron a traves de una
gaza colocada sobre un embudo, pars remover particulas grandes.

- Se colocaron 3 ml de sacarosa frig 0.85 M en un tubo canico de 15 ml|,
dejando resbalar por las paredes 3 ml de filtrado (se efectu6 este
procedimiento sobre hielo).

- Se centrifug6 a 1000 rpm por 5 min a temperatura amblente
recuperando la interfase sacarosa-ague, aqui se forma un colchoncito y
es donde estan mas concentrados los quistes. Se diluy6 en agua destilada
to recuperado de Ia interfase y se centrifugé a 1000 RPM por 5 min a
temperatura ambiente.

- Se repeti6 el procedimiento anterior 2-3 veces mas, los lavados
siempre se Ilevaron a cabo en agua destilada.

b. Metodo de Desenquistarniento:

- A partir del precipitado del procedimiento anterior se adicion6 2.2 ml
de soluclan de acid® ascarbico-cistefna (anexo No. 5), 5 ml de soluciOn
de Hanks (anexo N0.1) y 3 ml de HCI pH 0.5

- Se mezcl6 suave y constantemente e incub6 a 37°C por 15 min.

- Se adicion6 unas gotas de bicarbonate de sodio. Se centrifug6 a 3000
rpm por 5 min. a temperature ambiente.

- Se decant6 Ia solucian.

- Se observ6 at microscopio los cambios que tienen los quistes pare
corroborar que el desenquistamiento tuvo exit®.

c. Cultivo de 678rdia lamb/i8 :
- Se coloc6 en un tubo con taps de rosca 7 ml de medio de cultivo TYI-S-
33 (anexo 6), suplementado con 1 ml de suero bovino, 0.2 ml de
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Ceftriaxone (200 ug/mI), 1 ml de L-cisterna y 7 gotas de NaOH para
mantener el pH.

- Se incub6 a 37 'C en posiciOn horizontal.

- Se observ6 la presencia de trofozoftos adheridos a las paredes del tubo
a los 45 min. y a las horas. Se cambi6 el medio de cultivo todos los dfas,
durante los primeros 15 dfas, pasado este tiempo se camb16 el medio 2
veces por semana.

5. Disefio Estadfstico:

Se utiliz6 la Prueba de HipOtesis Binomial pare 24 ensayos, se
esperaba tener un mfnimo de 7 fracasos y 17 exitos para rechazar Ho. con
una probabilidad de error tipo I "p"= 0.032 (p<0.05). Donde "p". exit® =
viabilidad por 10 dfas, observada como trofozoitos pegados at tubo. No

Importando el ntimero; y "q" = fracaso = viabilidad manor de 10 dfas.
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VIII. RESULTADOS

A fin de determinar las mejores condiciones pare Ia purif icaciOn de
los quistes a partir de las heces frescas se realizaron varios ensayos,
pudiendo establecerse que Ia presencia de 6 o més quistes por campo
(40X) de Giardia iamb/ia permiten una adecuada purificacién; las heces
deben ser diluidas con ague destilada y filtrarlas a traves de una gasa.
Se estableci6 que era mejor utilizer heces frescas porque cuando se
proced16 a desenquistar se obtenfa mayor cantidad de trofozoftos
viables, mientras que con muestras de heces no frescas se disminufe
marcadamente Ia cantidad de trofozoftos obtenidos en el
desenquistamiento asf como su movilidad (Table No.1) Ademas se
realizaron ensayos con muestras de heces con menos de 6 quistes por
campo (uno, dos, tres, etc.) y se observ6 que al momento de concentrar
los quistes se obtenfa un 'ismer® escaso de quistes, siendo estos
insuficientes para real izar el desenquistamiento ya que con esta técnica
se mueren algunos quistes y quedan pocos para ser cultivados. Por el
contrario con muestras con mils de 6 quistes por campo al momento de
realizar Ia concentraciOn se obtuv6 un 75-90% mes de quistes, siendo
este un porcentaje adecuado pare poder realizar el desenquistamiento y
asf obtener mayor cantidad de trofozoftos que permitirfan realizar el
cultivo (Table No. 2).

A partir de la soluci6n obtenida al purificar los quistes se
concentraron los quistes de Giardia Agmblis pare ello se use un
gradiente de concentracl6n con sacarosa frfa 0.85 M. Cuando los ensayos
se realizaron a temperature ambiente se perdieron muchos quistes y
estos no se mantenfan en la interfase entre la sacarosa y la solucién de
heces si no que se depositaban en el fond® del tubo. AI realizar estos
colocando los tubos de ensayo y la sacarosa frfa en recipientes con hielo
se obtuv6 una mayor cantidad de quistes ya que estos si permanecfan en
Ia interfase entre la sacarosa y solucian de heces ( 3m1 de sacarosa
3 ml de soluci6n de heces resbalada por las paredes para que se formen
dos fases); estos ensayos se hicieron simulténeamente ya que se querta
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comprobar si Ia temperature influfa, ademés se comprob6 que con
diferentes cantidades de soluciOn de heces més 3 ml. de esta se perdian
muchos quistes ( Table No. 2).

Posteriormente se procedi6 at desenquistamiento, pars ello at
sedimento obtenido en el paso anterior se incub6 en medio de Eagle por
45 minutos en posiciOn horizontal, pasado este tiempo se centrifug6 y se
observ6 una gota del sedimento obtenido en el microscopio,pudiendo
observarse que los quistes en proceso de desenquistamiento presentan
movimiento rapido y son de color amari I lo-café, mientras que los quistes
que se mueren tienen un movimiento lento y no presentan ninguna
coloraciOn, la mayoria de trofozoftos obtenidos con las muestras del
estudio presentaron un movimiento répido.

Los trofozoftos obtenidos fueron inoculados en el medio TYI-S-33
modificaci6én de Diamond's. Para el lo se uti I izaron reactivos de las cases
comerciales Merck y BBL. Al evaluar los cultivos a los 45 min, 1, 2, y 24
h, se observ6 que si habfa diferencia en el crecimlento, obteniendose
mejores resultados con los reactivos de Ia case BBL. El pH de las
soluciones uti I izadas fue de 6.8-7.0, se incub6 a 37°C y real iz6 el cambia
de medio a los cultivos todos los dies ( Table No.3). Los tubos fueron
obsorvados a diario pare observer la adaptaciOn de los trofozoftos at
medio. Los trofozoftos que lograban adaptarse se adhieren a las paredes
del tubo, mientras que los que no se ambientan quedan flotando en el
medio haste que mueren.

De los veinticuatro ensayos realizados en s6lo tres se observ6 que se
adaptaron los trofozoftos at medio permaneciendo viables por 10 dfas, en
los ensayos restantes s6lo se mantuvieron viables en un rangode 4a 8
dfas ( Tabla No4)
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IX. DISCUS ION DE RESULTADOS

La glardiasis es una infeccian parasltica producida por 61;erdie
lamblia que afecta principalmente al intestino y que se presenta en
nitios, homosexuales y personas hospitalizadas. Haste el momento el
diagnastico se ha realizado por Ia demostracién de quistes y trofozoftos
en las muestras de heces, siendo este un metodo bastante Inespecifico ya
que se ye afectado por factores como Ia experiencia del observador, el
tiempo empleado en la observacién de cada preparaciOn y la cantidad de
quistes excretados. Por tal motivo, se hace necesarlo realizar ensayos
que permitén implementer otras tacnicas diagnasticas para dicha
infeccién. Tacnicas alternatives como el inmunodiagnastico a travas del
metodo de ELISA permitira detectar anticuerpos anti 6 famblie tanto en
pacientes sintomiticos como asintomaticos y conocer con exactitud la
prevalencia de esta enfermedad en el pals. Para estandarizar este tecnica
se necesita producir el antigeno con una cepa guatemalteca de Gierdia
/.9mblla cultivada in vitro.

Para ello se reallz6 el presente estudio y se utillz6 muestras de heces
frescas con mas de 6 quistes por campo (40X) a las cuales se les
purific6, siendo necesarlo Ilevar a cabo este paso pare el iminar el debris
celular y asi poder obtener quistes mas facilmente. Los quistes
obtenidos en la soluciOn anterior fueron posteriormente concentrados.
Ambas tacnicas presentan las ventajas de ser faciles de realizar,
reproducibles, ecOnomicas y efectivas. Entre las desventajas que
presenta Ia concentraciOn es que hay que trabajar con recipientes con
hielo pare colocar los tubos de ensayo y la sacarosa frla, sl no se trabaja
bajo estas condiciones se pierden los quistes, edemas se debe tener
cuidado que Ia solution de heces se deje caer resbalada por las paredes
del tubo de ensayo de manera de conservar las dos fases , ya que en la
interfase es donde se conservan los quistes.

El siguiente peso fue el desenquistamiento, esta tacnica presenta
muchas desventajas que se deben de tomar en cuenta y que son muy
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importantes pare obtener kit° en el medio de cultivo. En este paso es
necesario mantener estable el pH del HCI entre 0.5-1.0 y Ia temperatura
de las soluciones a 37°C y que las mismas sean de preparacidn reciente
no mils de una semana ye que pasado este tiempo varfa el pH de las
soluciones.

La literature indica que en el medio TYI-S-33 modificacién de
Diamond's los trofozoftos que se adaptan al medio se adhieren a las
paredes del tubo de ensayo y permanecen viables entre 10-14 dfas a
37°C, tomando en cuenta estos datos se efectu6 la observacien en cada
ensayo que se Ilev6 a cabo. A partir de los trofozoftos obtenidos se
procedI6 a inocularlos en el mediolYI-S-33 modificaciOn de Diamond's y
asf evaluar Ia efectividad del medio por medio de la viabllidad de los
trofozoftos en el medio.

Con los resultados obtenidos se realiz6 el andlisis binomial, el cual
con 3 exitos y 21 fracasos demuestra que el medio no es efectivo para
cultivar el pardsito (p.0.999).

Para obtener mejores resultados hay que tomar en cuenta factores
como un pH, temperature, tiempo de IncubaciOn en cada uno de los pesos
que se Ilevan a cabo especialmente en la concentration,
desenquistamiento y cultivo. Ye que at contar con el pardsito permitird
la producciOn de antfgenos que serdn utilizados pare implementer nuevas
tecnicas diagné6sticas de la infeccidn y determiner la presencia de
anticuerpos especlficos en paclentes sIntomaticos y asintomaticos.
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X. CONCLUSIONES

A. Las tecnicas de purificaciOn y concentraciOn de quistes de Giard
/amb//8 a partir de heces fecales frescas con mas de 6 quistes por

campo (40X) son efectivas.

B. La tacnica de desenquistamiento de Giardia famblia es efectiva para

obtener trofozoftos del parasIto.

C. En los diferentes ensayos que se Ilevaron a cabo se observ6 variacian
en los dias que se mantenian viables los trofozoitos de Gardia lambilie
por to que se concluye que el medio TYI-S-33 modificaciOn de Diamond's
en las condiciones en que se efectu6 el estudio demostr6 no ser efectivo
pare cultivar at paresito.
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XI. RECOMENDACIONES

Continuar con las investigaciones, con un mayor ;liners" de ensayos y
tamer en cuenta los factores como pH, temperature y tiempo de
incubaciOn, asf como los reactivos adecuados para preparar el medio TYI-
5-33 y asf poder obtener parasitos disponibles para preparar el antfgeno
que podra ser utilizado para estandarizar nuevas tecnicas como una

alternativa para mejorar el diagn6stico de la giardlasis en Guatemala.
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XIII. ANEXOS
PREPARACION DE REACT IVOS:

Anexo No. 1: Solucién de Hanks:
Pesar: 8 gr de Na CI

0.4 gr de KCI

0.14 gr de CaCl,

0.2 gr de MgSO, 7H.0

0.15 gr de Na,HPO, 12H.0

0.06 gr de KHPO ,

0.35 gr de Bicarbonato de Sodio

1.0 gr de Glucosa

Aforar a 1000 ml. Esterilizar por filtracién, guardar en

frasco de vidrio obscuro.

Anexo No. 2: Soluci6n sal Ina at 85 %:

Pesar: 8.5 gr de NaCl.

Aforar a 1000 ml de agua destilada. Mezclar y guardar en
recip!ente de plastic®.

Anexo No. 3: Lugo!:
Pesar: 3.3 gr de yodo cristal In°®
6.6 gr de Yoduro de potaslo
Aforar a 1000 ml de agua destilada. Mezclar y guardar en
frasco de vidrio y colocar en frasco ambar.

Anexo No. 4: Formalina at 10%:
A partir de Formaldehfdo al 37%, medir 100 ml de este y
aforar a 1000 ml de agua destilada. Mezclar y guarder en frasco plestico.
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Anexo No. 5: SoluciOn de L-cistefna-acido-ascOrbico:
Pesar: 0.35 gr de L-cistefna
0.25 gr de acid® asarbico
Aforar a 20 ml de agua desti lade. Mezclar bien.

Anexo No. 6: Medio de Cultivo TYI-S-33:

Para preparar el medio decultivo TY1-5-33 se preparan 3
soluciones cada una por separado.

SOLUCION A:

Pesar: Casein Digest (BBL lote 97023) 22.2 gr
Yeast Extract 11.1 gr
Dextrose 11.1gr
Bovine Bile (SIGMA) 0.55 gr
NaCI 2.22 gr
Acido Ascérbico 0.22 gr

K.HPO, T - 1 1 <3 v
KH.PO, OO - & "~ g
Ferric Amonium Citrate 0.025 gr
Estos ingredientes se les adiciona 890 ml de agua destilada ajustando
pH a 6.8-7.0 con NaOH 2N. Est6 soluci6n se esteriliza por filtracié6n.
Dispenser esta solucl6n en frascos de 50 ml esteriles y guarder a 20°0.

SOLUC ION B:
Pesar: L-cistefna 0.1 gr

Aforar a 50 mi con agua destilada. Esterilizar por filtracién y
guarder a 20°c.

SOLUC ION C:
Pesar: NaOH 0.8 gr.
Aforar a 100 ml con ague destilada. Esterilizar en autoclave,
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guarder en fresco pléstico.

Preparar pare el (Ira del use:

1. 50 ml de la soluclOn A a 37°C

2. Adicionar 6 ml de suero Bovine Fetal inactivado (56°C per 30 min)
3. Adicionar 6 ml de L-cistefna-HC1.(soluciOn B)

4, Adicionar Ceftrlexona 200 mg/ml

5. A ajustar pH 6.8-7.0 con NaOH 2N.
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TABLA No. 1

OBTENC ION DE QUISTES A PARTIR DE HECES FRESCAS Y NO FRESCAS.

1 lempo de Obtenlda la muestra <de24hrs 24hrs 48hrs
Cantidad de quistes t1+ t +10
Desenquistamiento ttt + 0
MovIlidad Tt + +/0

Cantid d de quistes iniciales: +++= mas de 6 quistes por campo (40x)
++= 3-5 quistes por campo (40x)
+= 1-2 quistes por campo (40x)
0= cero quistes por campo (40x)
Desenquistamiento: +++= mds de 6 quistes por campo
++= 3-5 quistes por campo
+= 1-2 quistes por campo
Movimiento: +++- se mueven répidamente
++= movimiento moderado
+= movimiento lento

0= no se mueven



TABLA No.2
TEMPERATURA Y CANT IDAD DE QUI STES OBTENIDOS.

Cantidad de quistes inicialmente
1-2 gqxc 3-4qxc 5-6 qxc mas 6 qxc

Ensayo 123 123 123 123
Temperatura ambiente 0 + 0 ++0 + 4+ 4+ 4+ + +
Hielo + + + +++ 4+ ++ + 3+ 34+3+

0= ningim quiste
1-3 quistes por campo (40x)
++. 4-6 quistes por campo (40x)
mas de 6 quistes por campo (40x)
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TABLA No. 3
COMPARACION DE MEDIO DE CULTIVO REAL IZADO CON REACTIVOS DE
DIFERENTES CASAS COMERCIALES.

CASA COMERCIAL TIEMPO DE OBSERVACION
45 min. 1 hr. 2 hrs. 24 hrs.

Merck 0 0
BBL ++ ++ +++
+= Escasos trofozoftos adheridos a Ia pared del tubo de ensayo.

++= Regular cantidad de trofozoftos pegados a Ia pared del tubo de
ensayo

+++= Abundante cantidad de trofozoftos pegados a Ia pared del tubo de
ensayo.
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TABLA No. 4
VIABILIDAD DE LOS TROFOZOITOS DE Giardia Iamb/ia EN EL MEDIO DE
CULTIVO in vitro TYI-S-33.

No de ensayo No. de Tubos Viabilidad (dies)
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