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RESUMEN.

Giardia lamblia es el pérasito del intestino delgado

mis comdn en ¢l humano, su distribucidn -es cosmopdlita y
'afncta princip-lmente a nifios. Es probable que mujeres en
edad fértil haya. sufrido la enfermedad, con la consecuente
produccibén de anticuerpos contra G. lamblia de clase IgG vy
éstos sean transmitidos al producto a través de placentacon
Ciridéndole proteccidn al recién nacido. Para poder demos-
trar ésto,se analizaron 41 muestras de cordén umbilicaly 41
de sangre periférica de las madres wutilizando la técnicade
ELISA, usande discos depoliéstircno recubiertos con protei—
nas derivadas de trofozoitoé de G. lamblia para la blsqueda
de anticuerpos especificos. Se encontré que el 12% de 1a§
muestras de sangre pcriférica Yy €l 14% de las muestras de cor
dén umbilical contenian anticuerpos especificos contra. G.
lamblia, lo que demuestra la transferencia transplacenta-

ria de dichos anticuerpos.
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INTRODUCCION
Giardiasis es una enfermedad del intestino delgado pro-

ducida por el protozoario flagelado Giardia lamblia (Van

leewenhoek). E1l parfsito lo descubrié Van leewenhoek en 1881,
peroc no fue hasta 1926 que Miller demostré que G. lamblia si
era capaz de producir una enfermedad semejante al sindrome

celiaco (1). Giardia lamblia se ha asociado con cuadros dia

rreicos en donde se han documentado cambios patolégicos en el
ducdeno y yeyuno y no se han demostrado agentes virales o bac

terianos (2,3).

TRANSMISIONES Y EPIDEMIOLOGIA.

Giardia lamblia es un pardsito comln en el humano y en

la mayorfia de los paises la Giardiasis es endémica. La pre-
valencia de excresibén de quistes de G. lamblia varia desde un
5 a 10% en los EUA y Europa, hasta proporciones de masdel 50%
en paises tropicales (4). Esta prevalencia aumenta en sitios
como guarderias, instituciones dedicadas al cuidado de perso
nas con desordenes mentales, donde el contact~ persona a per
sona favorece 1la diseminacién del agente ctiolégico por la ru
ta fecal-oral (5,6).

A diferencia de la amibiasis, la giardiasis es més fre-
cuente en nifios que en adultos. En estudios realizados en un
hospital de concentracibn de la ciudad de México, se encontrd
que de los nifios menores de 6 afios que acudieron a consulta
externa y que presentaron coproparasitoscépico positivo para
uno o mis parésitos, el 47% de éstos fueron positivos para

Giardia (7).



En un estudioc global,se encontrd que la frecuencia de
giardiasis en México varia de un 10 a 20% dependiendo de 1la
zona geogréfica,'fluctuando las cifras entre el 2 al 33%. La
distribucibn que'se ha encontrado en nifios es: 23.7% en lac-

tante, 20.7% en preescolares y 14.1% en escolares (8,9).

MORFOLOGIA.

Giardia lamblia existe en dos formas: el trofozoitoy el
quiste. El trofozofto es la forma vegetativa, tiene morfolo
gia piriforme, simétrico bilateralmente, la superficie dorsal
es convexa y la ventral céncava (10). En 1la regién anterior
de la cara ventral presenta una estructura circular, el dis-
co suctorio. Presenta dos nilicleos ovoides y exhibe cuatro pa
res de flagelos en sentido posterior, los cuales surgen de los
organelos superficiales de la cara ventral (fig 1).

Los trofozoitos se desarrollan en el ambiente alcalino
del duodeno y Tequicren como éptimo un pH entre 6.§8y'7.02 (11).

El quiste de morfologia ovoide es la forma de resisten-
cia e infectante. Los quistes inmaduros tienen dos nucleos
y los maduros cuatro (fig 2), la pared quistica le confiere
resistencia a los cambios del medio ambiente, permitiéndoles
permanecer viables por mis de tres meses en condiciones hfime
das; resisten a la congelacién por més de 10 horas y a desin
fectantes clorados, no sobreviven a temperaturas mayores de

50°C por 10 a 15 min. ni a la desecacifén (12).

CICLO DE VIDA.

La infestaciénmsecinicia por la ingestién de 10a 100 quig



BUSQUEDA DE ANTICUERPOS CONTRA Giardia lamblia

EN SUERO DE CORDON UMBILICAL Y SANGRE PERIFERICA

DISCO
SUCTOR
CUERPOS MEDIALES.
FLAGELOS
PARED QuUIS
NUCLEOS
AXONEMAS FRAGMENTOS ODEL

DISCO SUCTOR.

Fig. 1 y 2: Trofozofto de G. lamblia y Quiste maduro de G.lam-
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tes maduros y comienza su desenquistamiento en el estdmago
a un pH 6ptimo de 1.3 y 2.7 (13). Pero no sobrevive a este
pH por lo que debe entrar répidamente~a1 intestino delgado
donde finaliza su desenquistamiento (14). La divisién de
G. lamblia es por fisi6n binaria y su tiempo de generacidn
varia de 5 horas (in vivo) a 40 horas (in vitro) (12). Los
trofozoitos son propelidos a la superficie de las vellosida
des del duodeno, donde se adhieren. Existen diferentes teo
rias para la explicacién de la adherencia del trofozoito: la
primera sostiene que la fuerza de succidén se mantiene en el
disco ventral, debido a los vigorosos movimientos del flage
lo ventral; la segunda sugiere que el flanco ventrolateral
posibilita la adhesién mediante un mccanismo contrictil; una
tercera teoria propone que la conformacién en espiral de la
superficie del disco permite la adhesifn por movimientos con
trdctiles helicoidales, en los que el diémetrocb].disco cam
bia. Recientemente se demostraron receptores para lectina
en la membraﬁa de G. lamblia que explica la adherenciaa las
células intestinales (14,15).

Estudios *'in vitro" indican que elmetabolismo de G. lam-
blia esté basado en la glicolisis‘y en un transporte de elec
trones mediado por -flavina (16), su férma de vida tiene ca-
racterisiticas aerébicas y anaerdbbicas, metabolizan glucosa
a lactato y CO2 con produccién de ATP y consumen oxigeno.
"in vitro" inhiben la actividad de las 1lipasas sobre las
grasas (12). Estudios en modelo animal sugieren que 1la vi-
tamina BlZ’ hidratos de carbono y sales biliares estimulan

el crecimiento del parisito (14,17,18).



PATOGENIA.

La infestaciénporG. lamblia ocasiona daifio morfolégico
de la mucosa, los trofozofitos pueden invadir el epitelio in
testinal causando dafio a las microvellosidades intestinales.
Las alteraciones morfolégicas a la mucesa demostradas por mi
croscopia electrénica y de luz son muy variables, §stas pue
den ir desde inflitrado ~linfocf{tico y células plasméticas
en 1la lamina prépia, hasta sévero dafio al borde en cepillo
del intestino observdndose liso y corto (1$,20).

Se proponen diferentes mecanismos del dafio epitelial:
los relacionados con el parfisito, y los dependientes del hos
pedero.

I.- Mecanismos relacionados con el parésito.

a) Interferencia fisicaf— debido al bloqueo mecani
co por el gran némero de trofozoitos adheridos a la superfi
cie del intestino (21).

b) Toxinas solubles.- Se sugiere la secrecifn por
los trofozoitos de una téxina éoluble que interacciona c¢on
las células epiteliales, pero é€sto no ha podido ser demostra
do hasta la fecha (12).

c) Dafio por interaccién directa.- las vellosidades
bajo los trofozoitos aheridos pueden ser alteradas directa-
mente por el disco suctor (10,22).

d) Competencia por nutrientes (23,24).

.e) Infeccibn coincidente.- sehapresentado evidencia
de que la infeccién del intestino delgado con bacterias pue
de contribuir a la patogénesis de la infeccibén por G. lam-

blia (25,26).
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I11.- Mecanismos relacionados con el hospedero.

a) Acidez G4strica.- La alta frecuencia de Giardia
sis sintomdtica en individuos con aclorhidia y gastrectomia
sugiere que la disminucién de la acidez géstrica predispone
ala infestacidn (27).

b) Factores Genéticos.- Estudios preliminares indi
can una mayor frecuencia en pacientes de grupo sanguineo A,
postulidndose una similitud antigénica entre el parfsitoy el
antfigeno del grupo sanguineo A, lo cual impedirfa el recono
cimiento inmunolébgico de la Giardia (28,29).

c) Respuesta inflamatoria.- A nivel de la submuco-
sa del epitelio ocurre una respuesta inflamatoria que com-
prende polimorfonucleares y mononucleares. Es probable que
estas células secreten mediadores de la inflamacién como ci
ninas que pueden alterar la estructura y funcién del epite-
lio (30).

Bxiste considerable evidencia del mal funcionamiento
del epitelio intestinal en giardiasis, con deficiencia tem-
poral de disacaridasas, las cuales son secretadas en la pun
ta de las vellosidades intestinales. Tal deficiencia repre
senta la contraparte funcional de las alteraciones morfolb-
gicas, otras alteraciones incluyen malabsorciénAde grasas y
vitamina B;, probablemente debido a la inhibicibén de las 13

pasas por G. lamblia (30,31).

ASPECTOS CLINICOS.
La Giardiasis tiene un periodo dc incubacién de 8 dias

después de la ingestidn de quistes. Los sintomas mis comun



mente encontrados son: diarrea, distensién abdominal, retra
so en el crecimiento o pérdida de peso, flatulencia, cblico
abdominal, colon irritado, esteatorrea, vbmito, eructos y he

ces mal olientes (32,33).

INTERACCION ENTRE G. lamblia Y EL SISTEMA INMUNE.

Existe evidencia c¢linica y epidemiolégica que sugiere
que la respuesta inmunc del hospedero es primordial en el
control de la iufestacibén por G. lamblia.

La Tespuesta dec los individuos contra el parfsito pue-
de secr muy variable, como 1o demostraron experimientos he-
chos con voluntarios presos de los EUA a quienes se les ad-
ministré un inéculo oral de quistes de G. lamblia provocan-
do la infestaciém en 21 de los 49 voluntarios, 9 notaron cam
bio en el patrén de sus evacuaciones (en frecuencia y carac
teristicas). La infestacidén desaparecib esponténeamente en
19 individuos, pero en los otros dos la evacuacibén de quis-
tes persistid por més de 3 meses. Por otro lado los esfuer
zos para reinfectar a estos individuos tuvieron éxito en po
cos casos, sugiriendo estos hallazgos diferencias en la sus
ceptibilidad de lds individuos y el efecto protector de 1la
infestacifn primaria (34). '

La iniciacién de 1la respuesta inmune redquiere contacto
entre cl hospedero y el trofozof{to de G. lambljia. Dicho pa
résito entra en contacto primero con las células epiteliales
‘dcl intestino delgado y postexiormente con el sistema inmu-

ne ya sea en la luz intestinal o en la mucosa (35).



La primera barrera inespecifica del hospedero a la que
se enfrenta G. lamblia, es la acidez gistrica, la cual es
obviada facilmente debido a la proteccibn que le confiere la
pared quistica. Ademis el efecto del jugo gastrico puede
ser modificado por varios factores como: tamafio del indculg,
proteccibn fisica por los alimentos f amortiguacibn del ju-
go glstrico. La importancia clinica de este hecho se basa
en la observacién de la alta frecuencia de Giardiasis cn in
dividuos con hipoclorhidia o aclorhidia como consecuencia de
cirugia glstrica o desnutricién proteica-calérica e inmuno-
deficiencia (20). En pafses encondiciones similares alnues
tro la mayor frecuencia de la infestacibn se presenta en ni
fios que sufren de desnutriciédn (35,36).

El conocido papel de la flora intestinal residente en
la proteccién del desarrollo del organismo patégeno, no pa-
rece participar en ¢l control de la invasién por G. lamblia,
debido al pequeiio nimero de bacterias encontradas normalmen
te en el intestino dclgado, por el contrario la relacidn bac
teria-Giardia puede ser mis bien sinérgica (G. lamblia se ha
encontrado asociada a Salmonella y E. coli), probablemente:a
través de la desconjugacibn dc sales biliares (26,37).

La wotilidad del tubo digestivo, al parecer tampococon
ficreo proteccién al hospedero, ya que G. lamblia posee meca
nismos dc¢ adherencia a las células cpiteliales, que preven su
oliminacién por peristaltismo, por otro lado su ubicacibn pre
ferencial en la base de las microvellosidades y los pliegues
de 1la mucosa le confiere proteccién mecédnica al flujo del con

tenido duodenal (38).



Los estudios de inmunofluorescencia indirecta de biop-
sia de individuos con giardiasis, demostraron que la densi-
dad de las células plasméticas de lamucosa es predominantamen
te IgM siguiéndole IgG e IgA. Por inmunofiuorescencia di-
recta la densidad de 1las células productoras de IgA dentro
de la mucosa parece normal, pero con antisuero contra cade-
nas alfa de IgA, una capa de fluorescencia puede ser detec-
tada alrededor de los trofozoitos en la luz intestinal, 1lo
que podria ser una respuesta local contra G. lamblia (39).

Por otro lado, ratones recién nacidos alimentados con
calostro de¢ animales previamente inmunizados, fueron resis-
tentes a la infestaciédn después de un desafio oral con quis
tes de G. muris mientras fuercn alimentados con leche inmu-
ne, en tanto que los ratones alimentados por calostrode ani
males no inmunizados adquirieron 1la infestacién (40);

La presencia de anticuerpos de clase IgA e IgG contra
Giardia en la leche de madres inmunes, sugiere la proteccibn
por estas inmunoglobulinas. Sin embargo, trofozoitos expuecs
tos "in vitro" a la leche humana son inmovili-—~dos y 1lisa-
dos independientemente de la presencia de IgA sccretora.

La asociacibn de Giardiasis con hipogamaglobulinemia,
ha despertado la sospecha de una relacibn causal entre el
ficit de las inmunoglobulinas secretoras y la enfermedac

Py

la poblacibn en general (41). Estos hallazgos no sehan 5o

firmado por otros autores, por lo que Giardiasis no esta r¢
lacionada con deficiencia de inmunoglobulinas sccrctoras (12).
En los individuos con Giardiasis sintomitica ocurrec una

respuesta humoral confirmada por la aparicién de anticuerpos
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/circulantes espeeificos principalmente de clase IgG;ioscug
les persisten hasta por 15 meses, después de erradicada 1la
infestacién (43).

Ensayos ''in vitro" sugieren que los anticuerpos contra
G. lamblia en los sujetos infestados pueden participar en la
resistencia a la infestacibn mediante fijacién de complemen-

. to y opzonizacién, mediando la citotoxicidad porleucocitos po
limorfonucleares. El mayor porcentaje de citotoxicidadha si
do observado al utilizar neutré6filos y el isotipo predominan
te de gnticuerpos contra trofozoitos fue IgG. El hecho de que
el suero humano depletado de IgG reduzca pero no elimine 1la
citotoxicidad por los granulocitos, sugiere que otros isoti-
pos de inmunoglobulinas puede facilitar la citotoxicidad me-
diada por granulocitos (35).

INMUNIDAD DEL RECIEN NACIDO.

El recién nacido posee un sitema inmune competente tan
to humoral como celular, con capacidad para producir anti-
cuerpos de clase IgM, IgG e IgA desde la gestacibn (44). Sin
embargo en sus primeros dias de vida va a depender de la in
munidad transmitida por la madre en forma pasiva por via -
transplacentaria, ya que el sistemu inmune del recién naci-
do no ha sido estimulado a@in por el medio externo (45). Los
mecanismes por los cuales la madre les confiere inmunidad
pasiva al neconato son: transfcerencia transplacentaria de an
ticuvrpos de clasec IgG (46) y la adquirida por 1la ingestién
de calostro del cual s¢ conoce su contenido de macrofagos,

linfécitos Ty B, alto contenido de inmunoglobulinas, prin-
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cipalmente de clase IgA secretora, ademis de un mecanismo in
dependiente de anticuerpos por el cual parfsitos como G. lam-
blia y E. histolytica son destruidos al ponerlos en contacto
con la leche humana, probablemente por su contenido de lipa-

sas (47).

DIAGNOSTICO.

No hay sintomas ni signos especificos de la infestaciﬁn
que permita establecer un diagnbstico basado en el cuadro
clinico exclusivamente (12). El diagnéstico se hace con 1la
demostracibn de quistes en las deyecciones. Los exfmenes co
proparasitosclpicos son la forma mis fdcil y barata para la
deteccién de quistes y/o trofozoitos, por desgracia sueficien
cia va de un 50 a 70% (48,49). La técqica que da mejores re
sutaldos es la observacifn direccta de formol éter (técnicade
concentracién de Ritchie) o el método de flotacidn con sulfa
to de cinc (técnica de Faust).

Recientemente se describib un método de contrainmunoc--
clectroforesis para la detcccibn de antigeno de G. lamblia
en heces con una especificidad del 95% (50). Sin cmbargo, es
te método afin no se adapta a los laboratorios de diagnéstico
¥ no diferencia una giardiasis sintomﬁticademnw:mihtomiéi
ca.

Otra técnica alternativa con mayor eficacia que ¢l co-
proparasitolbgico (90%) cz obtener una mucstra de contenido
duodenal, ya sea por sondeocﬁconuna cédpsula de gelatina (téc-
nica de Beal), examinando c¢l contenido lo antes posible, aun

que en nuestro pafs debido al costo afin no se lleva a cabo
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como técnica de rutina para el diagnéstico de Giardiasis(él).

Las técnicas serolbgicas, pueden ser de gran utilidad
rata el diagnbstico de Giardiasis, Se ﬁan descrito diferen-
tes métodos como inmunofluorescencia indirecta, ensayo inmu-
noenzimdtico (ELISA) para la deteccién de anticuerpos contra
G. lamblia en suero, mostrando una mayor sensibilidad el mé-
éodo ELISA (52,53). Ademds de que la inmunofluorescencia des
crita requiere de un microscopio equipado con luz ultraviole
ta, en tanto que la adaptacibn del ELISA facilita la cuanti-
ficacién de anticuerpos contra G. lamblia en los laboratorios
clfnicos, debido a que su costo es méis bajo y no requiere de
equipo sofisticado.

El andlisis inmunoenzimdtico (ELISA) de tipo indirec-- '
to, es un método comn para la cuantificacién de anticuerpos
Yy antigenos caracterizado por ser sencillo, répido v gltamq&
te sensible; varios tipos de materiales pueden ser empleados
como fase sélida en el ELISA como: placas de poliestireno, es
feras de nylon, discos de plédstico o papel. Recientemente se
ha estandarizado la técnica de ELISA para la cuantificaciémn
de anticucrpos contra G. lamblia en suero, empleando placasde:
poliestireno como fase s6lida (43). La utiliiacién'de disco.
de poiicstireno ofrece ciertas ventajas en relacién a las mi
croplacas, ya que con los discos no se requiere de realizar
diluciones, la lectura se lleva a cabo en un espectrofotﬁme~
tro estandard por lo que su costo es mids bajo y la adaptacién

.al laboratorio clinico m4s fécil.
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TRATAMIENTO.

Las drogas de mayor elcccién para el tratamiento de 1la
Giardiasis son: Quinacrina, que es la pfeparacién mis barata
y probablemente la mis efectiva, ésta tiene una efectividad
del 95 al 100%; Metronidazol, es otra alternativa, pero tie-
ne efectos indeseables que en ocasiones lo hacen intolerante;
Furazolidona, que debido a que se vende como susPensién,pedié

trica, es la droga de eleccién para los nifios (54).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La estandarizacién de una técnica.sensible, reproduci-
ble y especifica para la cuantificacién de anticuerpos diri-
gidos . contra G. lamblia ayudarfa al estudio de la respuesta
humoral sistémica contra este parfsito. El ensayo inmunoen-
zimdtico indirecto (ELISA) paré la deteccién de anticuerpos
constituye un método sensible, altamente especifico y de cos
to accesible. Se ha reportado la utilizacibén de este método
para 1la cuantificacién de IgG anti-G lamblia en suero y ca-
lostro utilizando microplacas de poliestireno como. soporte
de antigeno (55). E1l empleo de este ensayo de . discos de
pléstico como fase sélida en lugar de microplacas de polies-
tirenoc al mismo tiempo de conservar todas las ventajas ante-
riores lo beneficiarfa haciéndolo mds rédpido ya que obvia la
necesidad de hacer diluciones.del material en estudio, no re
quiere de equipo lector de ELISA especial, pudiendo relizar
se las lecturas con equipo de espectrofotometria estandar,
reduciendo pof tanto su costo y facilitando su adaptacién a
los laboratorios climicos, de ahi la importancia de su estan

darizacién.

De las distintas inmunoglobulinas, la IgG tiene la ca-
pacidad de atravesar placenta. Por lo tanto, es de ésperar
que los productos nacidos de madres cdon IgG anti-Giardia en
sangre adquieran pasivamente tales anticuerpos especificos,
los cuales podriamos demostrar utiliaando 1la metodologia an-

tes descrita. Estos anticuerpos podrian tener importancia
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en la limitacién de la infestacién por este protozoario en -
este grupo de alto riesto, afdn cuando esto no se ha demostra

do.

Igualmente esta metodologfa, podria ser empleada para
evaluar la respuesta humoral sistémica en nifios portadores

de quistes que constituyen el grupo etario m4s afectado.
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OBJETIVOS.

- ESTANDARIZACION DEL METODO ANALISIS INMUNOENZIMATICO

(ELISA) DE TIPO INDIRECTO UTILIZANDO DISCOS DE POLIESTIRENO

PARA LA CUANTIFICACION DE ANTICUERPOS TIPO 1gG EN SUERQ CON-

TRA G. lamblia.

- DEMOSTRACION CON ESTA METODOLOGIA DE LA PRESENCIA DE
ANTICUERPOS DE TIPO IgG CONTRA G. lamblia EN SUERO DE NIROS
PORTADORES DE QUISTES INTESTINALES DE ESTE PROTOZOARIO.

i
- DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE ANTICUERPOS DE TIPO

IgG CONTRA G- lamblia EN SANGRE DE CORDON UNBILICAL DE RECIEN

NACIDOS.
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HIPOTESIS.

1.- La utilizacién de discos de poliestiremo como so
porte de antfigeno en la técnica de an4lisis inmunoenzimi
tico de tipo indirecto, permite la deteccibn cualitativa y

cuantitativa de anticuerpos contra G. lamblia enm suero hu-

mano.

2.- Los nifios portadores de quistes de G. lamblia pre
sentan en suero inmhnoglobulinas especificas de tipo 1IgG
anti-G. lamblia, los cuales pueden detectarse por el méto
do de ELISA de tipo indirecto con los discos de poliestire

no comc soporte de antigeno.

3.- Recien nacidos de madres portadoras de inmunoglo
bulinas tipo IgG anti-G. lamblia presentan anticuerpos de
la misma clase y especificidad en sangre de cordén umbili

cal, 1los cuales pueden detectarse por la metodologia ante

rior.
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MATERIAL Y METODOS.

1.- Obtencién de trofozoftos de _G_., lamblia:

Los trofozoftos de G. lamblia cepa Portland1 fueron ob
tenidos por cultive axénico enmedio TYI modificado por 72 horas.

Los trofozofitos se¢ despegaron de la pared del tubo por
enfriamiento en bafio de agua helada 4°C durante 15 minutos. Se
centrifugarona 2500 rpm (RC-S Refrigerated Centrifuge Sorval)
durante 10 min. y se lavaron 3 veces con solucibn amortiguado

ra de fosfatos salina pH 7.2 (PBS-7.2).

2.- Preparacién de Extracto total de G. lamblia:

6 X 108 trofozoitos se suspendieronen S ml. de agua des-
tilada fria apH 10 (el pHse ajustb con NaOH 1 N) y se mantuvo
en bafio de hiclo durante 5 min. Se soni;6 por 10 min. hasfa tres
ocasiones con ultrasonido (Ultrasonic Cleaner Bronson). Se res
taurd isotonicidad agregando un volumen igual de sélucién sali
naal 1.17%. La suspensién se centrifugb4a 10 000 rrpm 5 ﬁinutos R
de esta manera las membranas nos quedaron en €l paquctc ¥y s(?le‘tr\_a_
bajamos émlel sobrenadante, al cual se le determinaron protei

nas y se almacend a -20°C hasta su uso.

3.- Cuant%ficacién de Protefinas:

La cuantificacién.de proteinas se realizb por la técmni
ca de Lowry (56). El método colorimétrico es una modificacibn
del método de Folin. Sc basa en la determinacién de tirosina vy
triptofane contenidos en la proteina. La proteina reacciona
con ¢l cohre de la solucién alcalinua (reacc. de Biuret) for-
mindosc cl complejo colorido. Posteriormente la proteina tra

" tada con cobre reduce el reactivo de Folin éor los residuos

de tirosina, triptofanoy cisteina dandc el complejo azul. Es
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ta intensidad de color se incrementa al reducirse atin misel reac
tivo (contenido de tirosina y triptofano).

Reactivos: Estandard de protefnas, albfimina sérica bo-
vina (ASB 0.2 mg/ml); 1) Carbonato de sodio al 2% en hidréxido
de sodio 0.1 N; 2) Sulfato de cobre al 2% en tartrato de sodio
Y potasio al 1%; 3) Mezclar 1 ml. de reactivo 2 con 50 ml. de
reactivo1l; 4) Reactivo de Folin Ciocalteu (Sigma Chemical Co.)
a una dilucién de 1:3 con agua destilada.

A 0.4 ml. de 12 muestra problema (extracto de G. lamblia)
se adicionaron 2 ml. de reactivo 3 y se incubé a temperatura
ambiente durante 10 min., después se agregaron 0.2 ml. de reac
tivo de Folin y se ley6 la reaccibn después de media hora cn Es
pectrofotémetro (Beckman Model 26) a 750 um.

7 4.- Obtencién de sueroc de Conejo anti-G.lamblia.

Se inocul$ un conejo (cepa Nueva zelanda) con extracto
totalde G. lamblia soluble a una concentracién de 1 mg/ml de: pro
tefna (a intervalos de una semana durante tres ocasiones, el
es;quema de inmunizacié_n se 1levé a cabo al azar), despuéds de
una semana se sangré por puncién cardi_aczi. La sangre colectada
sin anticoagulante sc incub6 a 37°C media horay se ccntrifug§
a 3 000 rpm 10 min. para separér el suero, el cual se almacen§
a2 -20°C hasta su uso y se le determinaron anticuerpos por he
maglutinacién (57).

5.- Obtencién de suero normal de conejo.

Se separé el suero de la misma forma que sc hizé con cl
suero de conejo anti-G. lamblia. El suero sc cohservé a-20°C.

6.- Hemaglutinacibn Indirecta.

-Se realizd de acuerdo a la técnica descrita por Kessel

Lewis, utilizando eritrocitos de carnero en solucibn alsever (GRC).
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Los eritrocitos se lavaron 3 veces con PBS-7.2y se pre
parb una substancia al 3% de GRC. Se hizé una solucibn de ééi
do ténico 1: 100 000 con PBS-7.2 y se en_frié a 4°C.

Dos ml. de la suspensibén de GRC con 2 ml. de 1la solucidn
de Acido tinico se conservaron en bafio de hielo i5min. agitan
do a intervalos de 5 min., se lavaron una vez con PBS-7.2yse
suspendieron en 2 ml. de solucibn salina fisiolbgica (SSF).
Posteriormente se sensibilizaren los eritrocitos tanados in-
cubéndolos con 2 ml. del extracto total.de G. lamblia (50 ug/ml
de proteinas en PBS 6.4) durante una hora a 37°C. en bafio ma-
ria (eritrocitos sensibilizados). En otro tubo se incubaron los eri
trocitos tanados con 2 ml. de PBS-6.4 (eritrocitos insensibiliza-
dos) a 3‘,‘°C. una hora. Se lavaron dos veces con diluyente (PBS
-7.2=-Suero normal de conejo al 1%). lLa suspensié_n de células fue lie
vada a un volumen final de 3 ml. con diluyente.

La hemaglutinacibn se efectu$ adicionando 50 ul delamues-
tra problema (suero de conejo anti-G. lamblia)y se hicieron dilucio
nes dobles a partir de una dilucibédn de 1:2. Para cada suerc
se¢ llenaron dos hileras; a la primera se adicionaron 25ul de
eritrocitos sensibilizados y a la segunda eritrocitos sin sen
sibilizar. Las placas se incubaron una hora a temperatura am
biente y se procedi§ a la lectura. E1 titulo hemaglutinante
se consider$ la mixima dilucibén donde hubo 100% de hemaglutinacibn.

7.- Acoplamiento del Extracto de G. lamblia a discos de
pléstico.

Quinientos discos de pléstico con grupos isotiocinato 1i
- bres (Cordis Inc. USA), se suspendieron en 50ml. dc extracto pro-
téico de G. lamblia (0.05 mg/ml de protefina) en amortiguador de car

bonatos a 0.01M pH 9.6, manteniéndose en agitacif_m toda lano
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che a 4°C. Se lavaron cuatro veces con PBS adicionado de Polio

xietileno sorbital monolaurato (Tween 20)0.05% (PBS-TWEEN). Des-
pués sc adicionaron 50 ml. de ASB (2 mg/ml en amortiguador de fosfa
tos 0.01M pH7.4) manteniéndose en agitacién toda 1la noche a 4°C.
Los discos se lavaron con PBS-TWEEN, se secaron por liofiliza-
cién y se mantuvieron a 4°C hasta su uso.

8.- Ensayo Inmunoenzimitico (ELISA).

En un frasco de vidrio se agregaron 40 ul de diluyente
(PBS-TWEEN-ASB al6%) y 15 ul de muestra problema, posteriormente
se adicioné un disco de policstireno sensibilizado con extrac
to de G.lamblia y se incubd tres horas a 37°C., se lavaron
los discos con PBS-TWEEN ocho veces y se adicionaron 500 ul. de
Anti-IgG conjugada a peroxidasa (Sigma Chemical Co.) a una dilu-
cién de 1:1000, se¢ incubd media hora a 37°C; nuevamente se la
varon los discos y se cambiaron de frasco, donde se incubaron
con 1 ml. de sustrato (40 ug/ml de O-fenilendiamina en amortiguador
de citratos pH 5.0 adicionado de 40 ul de H30;), durante media hora,
se pardé 1a rcaccifn con H,80, 2.5N y se 1éy6 la reaccibén de
sustrato a 490 nm en un espectrofotémetro (ELISA Reader). Para
reportiar los resultados de los sueros de cordén umbilical vy
sangre periférica las absorbancias s& relacionaron conel tes

tigo positivo expreséindolo en porciento de absorbancia.

Absorbancia problema

% absorbancia = Absorbancia testigo

X 100

9.- Obtencibdn de muestras.

Se obtubieron 41 muestras de sangre periférica de mujeres
hospitalizadas‘ en el Hospital de laMujer S.S. México D.F.en tra
bajo de parto asi como muestra de cordbén umbilical.

Las muestras de sangre periféricay cordén umbilical co
lectadas sin anticoagulantes se incubaron media hora a tempe-

ratura ambicnte y sc centrifugaron a 3000 rpm 10 min. para se
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BUSQUEDA DE ANTICUERPOS CONTRA Giardia lamblia

EN SUERO DE CORDON UMBILICAL Y SANGRE PERIFERICA.

MUESTRA PROBLEMA CON
ANTICUERPOS DE CLASE
1gG CONTRA G. LAMSLIA,

ANTI-IgG CONJUGADA A
PEROXIDASA.

_ | DISCOSPOLIESTIRENO SEN-
' SIBILIZADO CON ANTIGENO

DE G. LLAMBLIA.

F1g. 3. Representacién esauemitica del andlisi inmunoenzi-
ELISA )

parar el sueroc. Los sueros se almacenaron a - 20°C hasta

su uso.

10.- Anflisis Estadistico.

Se aplicé una t de studentent para muestras no correla
cionadas para compfobar si la diferencia de absorbancias es
significativa entre los sueros de conejo anti-G. lambilia y
sueros de conejo anti-Klebsiella, anti-E. histolytica y sue
ro de conejo normal. La misma prucba se utilizé para los -
sueros de nifios portadores de quistes de G. lamblia y nifios

no portadores.
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Donde: 2x2 =¥x® - (£x%)

Para demostrar si la diferencia de absorbancias obte-
nidas para el suero hiprinmune anti-G. lanblia absorbido -
con trofozoftos y sin absorber, se utilizd 1la prueba t pare

ada para muestras correlacionadas.

=]

n
=l

Donde:

P = Media de 1as diferencias entre X; ¥ X,

'S
. o [T
\' . 1 . D N
2
fa? .gp? . (EP |
N €D = Sumatoria de las
diferencias

La corrclacibén de las muestras de sangre periférica vy
cordén umbilical de los productos se calculé empleando 1la

r de pearson ({ formula para calculadora)



SOLUCIONES

Solucidén salina fisiolégica 0.85% (SSF).

Solucibn Alsever.

Cloruro de sodio .....cvacesransscsasinea

Agua destilada .......... ,.‘......;.,.;4

Dextrosa o Glucosa .......
Citrato de sodio ........ o

Cloruro de sodio ....ceasans Sl aiies

Acido Cftrico ...ciieidenononnn

Agua destilada ............. ceceenea RO

Esterilizar a 10 1b. 10 min.
Amortiguador salino fosfato pH 7.2

Cloruro de sodio ....ceevreceasnn sed e .

Fosfato de Potasio monobfsico ....... e

Medio

Fosfato de sodio dibésico ceeeemeraile

TYI-5-33 Modificado
Peptona Biotriptasa‘........;ﬂ
DEXEYOSE = e aeemeenncnnnnaan ‘
Cloruro de sodio ......... ,ﬁ
Fosfato de potasio monobééiéél
Fosfato de potasio dibésico ..
Cistefinma ...............

Acido ascOTbico ......vuneoantd

e e s

Citrato Ferricode Amonio ........<....-.-

Cbp

24

8.5 g.
1 1.

2.05g
0.08g

0.42g
0.055g

cbp 100 ml

‘cbp

8.5 g
0.2 g
1.15g
0.2 g
1.0 1.

2.6 g

1.0 g

0.2 g
0.06g
0.1 g
0.2 g

-0.02g

0.002Z2g
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Billis bovina .......... f e ese et c e 0.1 g
Agua destilada .......c..cciciinnnnntnnnn 87.0ml.

Ajustar el pH a 7.1-7.2 con hidréxido de sodio 1IN
esterilizar por filtracién (membrana 0.22)
completar el medioc con 10% de suero bovino decomplementado.

Amortiguador de carbonatos pH 9.6

Carbonéto de sodio ....iiiiiintiiantenaan 1.59g

Bicarbonato de SOALiO eevenvone ononceesnnn 2.93g
Agua destilada ........ e cetrersaee- cbp 1.0 1;

Amortiguador de Citratos pH 5.0 (para sustrato peroxidasa).

Acido citrico 0.1IM ..... e ematc .- 24 .3ml.
Fosfato dubisico de sodio 0.2M ......... 25.7ml.

Agua destilada ......2ve20c2uc2a2u-2-22-= Cbp 100 ml.
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RESULTADOS.

La concentracién dc proteinas del antigeno de G.lamblia
se determind por cl método de Lowry, obteniéndose una concen
tracibén de 3.7 mg/ml,

El t{tulo hemaglutinante obtenido para el suero de co-

nejo anti-G.lamblia fue de 1:1040 y el suero normal de cone-

jo no presentd titulo hemaglutinante.

Ensayo Inmunoenzimftico.

a) Reproducibilidad. El suero de conejo anti G.lamblia
y el suero de conejo normal, se probaron por octuplicado utili

zando proteina A conjugada a peroxidasa (Poliscience, Inc.)a una di

lucién de 1:200 en PBS-7.2. Como puede observarse en la tabla I,

las absorbancias del sueroa 490 nm de conejo anti-G.lamblia
son significativamente mayores que las del suero de conejo
normal para p<0.05 (tabla I}. '

b) Especificidad. Se realizd un ensayo de especificidad
para corroborar que no hubiera reaccié_n cruzada probando unsue
ro ‘dc conejo anti-Klebsiella y suero de concjo anti-Ehistoly-
tica.

No se detectaron absorbancias con suero de conejo anti-
Klebsicllay suerode concjo anti-E.histolytica como puede ob-
servarse en la tabla II.

Por otro lado, un ensayo realizado por triplicado conuna
alicuota de suero hiperinmunc (Donado por la Dra. Guadalupe O:tlcgu
CINVESTAV-IPN) y otra alicuota del mismo suero absorbida con
5 X 10% trofozoftos de G.lamblia durante una hora a 37°C. Se
observ6 una clara disminucién de 1la absorbancia en relacién al

mismo sueroc sin absorber para p=<0.01. Tlabla III.



BUSQUEDA DE ANTICUERPOS CONTRA Giardia lamblia

EN SUERO DE CORDON UMBILICAL Y SANGRE PERIFERICA

TABLA I. Ensayo de ELISA por octuplicado.-del suero de conejo
anti-G. lamblia utilizando Proteina A. conjugada a
Peroxidasa para determinar anticuerpos especificos

de clase IgG

ABSORBANCIAS

Suerc de conejo suero de conejo
anti-G. lamblia ] normal
0.207 Co.w 0 0.002
0.434 SO D.008
0.245 R ‘ 0.001
0.192 _ T ‘ 0.008
0.224 e 0.000
0.269 P I S 0.012
0.244 B 0.003
0.192 e 0.000
X = 0.251 e X = 0.004
DE = 0.078 ST DE = 0.004

t = 2.7 p< 0.05

X = Media de las absorbancias
DE = Desviacibn estandard



BUSQUEDA DE ANTICUERPOS CONTRA Giaf¥dia lamblia

EN SUERO DE CORDON UMBILICAL Y SANGRE PERIFERICA

TABLA IT. Determinacibn de anticuerpos contra Giardia lamblia_
en sueros de conejo anti-Klebsiella, E, histolytica
Y anti-G. lamblia probados por cuatruplicado‘mediag
te el método de ELISA (Absorbancias).

Suero de conejo Suero de.conejo Suero de conejo

anti-G. lamblia anti-E.histolytica anti-Klebsiella
- 0.102 0.015 0.036
0.140 0.033 0.021
0.138 0.048 0.012
0.127 0.032 0.023
X.= 0.127 ¥ 0.032* : : 0.023°
DE = 0.017 0.013. - e 270,009

X = Media de las aboserbancias;
DE = Desviacién estandard

* t = 17.25 para p<0.001
® t = 14.46 para p<0.001



BUSQUEDA DE ANTICUERPOS CONTRA Giardia lamblia

EN SUERO DE CORDON UMBILICAL Y SANGRE PERIFERICA

TABLA I1I. Determinacién de anticuerpos en sucro de conejo

hiperinmuﬁe contra G. lamblia absorbidocon5 X 100
trofozoitos media hora a 37° C.

SUERO DE CONEJO HIPERINMUNE = SUERO DE CONEJO HIPERINMUNE

Anti-G.lamblia sin absorber Antifg:.lamblia absorbido
1.044 R I 1-E
0.587 Co 04372
0.905 - . 0.305
X 0.592 : ) . .0.253
X = 0.782 o 0.330
DE = 0.229 : ’ : 0.037

X = Media de las absorbancias
DE = Desviacibn estandard.

t = 3.37 para p<0.05



BUSQUEDA DE ANTICUERPOS CONTRA Giardia lamblia
EN--SUERQO DE CORDON UMBILICAL Y SANGRE PERIFERICA

TABLA IV. Determinacién de anticuerpos contra G. lamblia de
tipo IgG en suero de nifios portadores de quistes
de Giardia y no portadores.

MUESTRA "NINOS PORTADORES* - NINOS NO.PORTADORES*
1 0.592 0.146
2 0.415. 0.188
3 0.456 0.136
4 0.445 0.131
5 0.460 0.188;
6 0.303 0.153
7 0.501 . 0.138
8 0.381 " 6.1586
9 i 0.465 ' o 0.100

10 0.455 R 0.129
X 0.437 : ~ 0.146

DE | 0.055 T 0.026
X = Media de las absorbancias

DE = Desviacibn estandard
t - 3.37 p=<0.05

‘* Absorbancia media de
ensayos por duplicado.
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€) Peterminacién de anticuerpos contra G. lamblia de -
clase IgG en suecro de nifios portadores de quistes en heces.

El ensayo se prob6 con 10 sueros de nifios portadores de
quistes de G. lamblia en heces y 10 sueros de nifios no porta
dores como testigos negativos. Ensayando las muestras per du
plicado y utilizando anti-IgG conjugada a peroxidasa (Sigma
Chemical Co.) 1:1000. Como puede observarse en la tabla IV,
las absorbancias de los sueros de nifios portadores son sigﬁi
ficativamente mis altas que para los sueros de nifios no por-
tadores para p<0.01.

d) Cuantificacién de anticuerpos contra G. lamblia . de.
tipo Ig6 en suero de sangre periférica y cordén umbilical

Se determinaron anticuerpos contra G. lamblia de clase
IgG utilizando anti-IgG conjugada a peroxidasa a una dilucién
de 1:1000 en 41 muestras de suero de sangre periférica’ y 41
mucstras de suero de cordén umbilical. Las muestras so proba
ron por duplicado bajo las mismas condiciones de reacciébn,
mostrindose los resultados en la tabla V y VI respectivamen-
te. Junto con las muestras problema se analizé un suero tes
tigo positivo que se obtuvo de un raciente con diagnéstico
clinico de Giardiasis comprobado por la presencia de quistes
de G. lamblia en heces, el cual siempre dié una absorbanciz
alta.

Las muestras problema se relacionaron en porcentajc con
el testigo positivo.

Se consideraron positivas. las rmuestras con una absor-

bancia del 55% en relacibén al testigo positivo, ésto tomado
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de la media de las absorbancias de los sueros de mnifios portg
dores de quistes de G. lamblia.

El ceoeficiente de cqrrelacién-encontrada para las mues
tras de cordén umbilical y sangre periférica utilizando la r
de Pearson fue de 0.7 (Fig. 4).

Las muestras con un porcentaje mayor o igual al 55% (ab
sorbancijia mayor o igual a 0.2) se probaron después de incubar.
previamente la muestra con una concentracién conecida dé an-
tigcno soluble de G. lamblia, para demostrar si se considera
ban como muestras positivas o bien las absorbancias se debian
a una reaccién inespecifica observindose una disminuci@n de
casi el 50% en las muestras preincubadas con el extracto de
G. lamblia.

De acuerdo a los resultados, 5 (12.9%) muestras de san
gre periférica y 6 (14.63)muestras de cordén umbiliéal con-

tienen anticuerpos especificos de G. lamblia de tipo IgG.



BUSQUEDA DE ANTICUERPOS CONTRA Giardiallamblia
EN SUERO DE CORDON UMBILICALY SANGRE PERIFERICA

TABLA V. Absorbancias de sueros de sangre periférica analiza
da por duplicado y expresados en porcentaje en rela
c_:i6n al testigo positivo que representa el 100%.

MUESTRAS DE SANGRE PERIFERICA

MTRA. ABSORBANCIAS X, %
1 0.083 0.095 . .. . 0.084a 27.4°
2 0.136 0.186 0.165 . 45.30
3 0.139 0.111 0.125 34.34
4 0.168 0.261 0.214 58.79
5 0.148 0.155 0.151 41.48
6 0.153 0.099 0.126 34.6
7 0.062 0.090. 0.076 20.8
8 0.184. 0.244 0.214 . 58.79
9 0.160 0.162 0.161 4423
10 0.099 0.120 0.109 29.94
11 0.092 0.084 0.088 24.17
12 0.102 0.124 0.113 37.4
13 0.194 0.173 0.183 50.27
14 0.109 0.099 0.104 53.43
15 0.135 0.102 0.118 29.27
16 0.122 0.089 0.105 34.76
17 0.281 0.275 0.278 73.37
18 0.069 0.054 0.061 16.75
19 0.122 0.144 0.133 36.53
20 0.117 0.120 " 9.118 32,4
21 0.062 0.051 . 0.056 15.30
22 0.056 0.060 0.057 15.9
23 0.069 0.082 0.075 20.60
24 0.053 0.060 0.056 15.38
25 0.145 0.148 J.146 40.10
26 0.057 0.097 L 0.077 21.15%
27 0.125 0.132 ©0.128 35.16
28 0.065 0.048 . 0.056 15.38
29 0.027 0.029 0.028 7.69
30 0.107 0.171 0.134 ° 3G6.8
31 0.077 0.088 0.082 22.5
32 0.415 0.446 0.430 118
33 0.238 0.236 0.237 65.10
34 0.090 0.113 0,102 28.02
35 0.158 0.158 0.158 43.4
36 0.016 0.037 0.026 7.14
37 0.011 0.011 0.011 3.02
38 0.094 0.074 0.084 23.07
39 0.021 0.020 0.020 5.49
40 0.033 0.038 0.035 9.61
41 0.018 0.027 0.022 6.04
Testigo+ 0.359 0.37p 0.364 100




BUSQUEDA DE ANTICUERPOS CONTRA Giardia lambYia
EN SUERO DE' CORDON UMBILICAL Y SANGRE PERIFERICA

TABLAVI. Absorbancias de sueros de cordén umbilical analiza

dos por duplicado y expresados en porcentaje en re

lacibn al testigo positivo.

MUESTRAS DE CORDON UMBILICAL

MTRA. ABSORBANCIAS X %
1 0.093 0.140 0.165 45.3
2 0.141 0.141 0.141 38.73
3 0.072 0.095 0.083 22.8°
4 0.169 0.180 0.179 49.1
5 0.121 0.090 0.105 28.83
6 0.361 0.300 0,330 90.65
7 0.173 0.128 0.150 41.20
8 0.090 0.076 0.081 22.25
9 0.160 0.162 0.161 44 .20
10 0.072 0.095 6.073 20.05
11 0.073 0.071 0.072 19.78
12 0.127 0.193 0.160 43,90
13 0.130 0.165 0.147 40.30
‘14 0.262 0.234 0.284 78.82
15 0.170 0.186 0.178 48.90
16 0.183 0.243 0.213 58.5
17 0.092 0.055 0.073 7.67
18 0.181 0.178 0.179 49.17
19 0.106 0.085 0.095 36.28
20 0.047 0.043 0.045 12.36
21 0.129 0.127 0.128 35.16
22 0.051 0.041 0.075 20.64
23 0.052 0.050 0.051 14.01
24 0.1424 0.12¢C 0.123 33.74
25 0.174 0.108 0.141 38.7
26 0.226 0.205% 0.215 59.06
27 0.073 0.119 0.096 26.37
28 0.071 0.088 0.079 21.70
29 0.035 0.047 0.041 11.27
30 0.142 0.079 0.110 30.21
31 0.169 0.119 0.144 39.56}
32 0.260 0.265 0.267 73.35
33 0.298 0.210 0.249 68.40
34 0.117 0.089 0.103 28.29
35 0.050 0.038 0.044 12.08
36 0.075 0.041 0.058 15.93
37 0.079 0.091 0.085 23.35
38 0.065 0.097 0.081 22.25
39 0.041 0.059 0.050 13.73
40 0.043 0.037 0.040 10.98
Test-igo+ 0.359 0.370 0.364 100.00




BUSQUEDA DE ANTICUERPOS CONTRA  Giardia lamblia
EN SUERO

DE CORDON UMBILICAL Y SANGRE PERIFERICA
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Fig 4: Correlacidn lineal entre ¢l suero de sangre periférica

de las madres y el suero de cordén umbilica;;de récien
nacidos.
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DISCUSION.

Giardia lamblia es el parésito-més comdn en el humano

y se encuentra en todas las regiones de clima templado y tro
pical del mundo. En las f{ltimas décadas su estudio ha adqui
rido mucha importancia en lo que respecta a mecanismos de co
lonizacién, patogenia, transmisién, tratamiento y prevencién.
En este contexto es que la relacibn hospedero parfisito en el
sentido de respuesta humoral al mismo ocupa un papel preeminen
te en el campo de la investigacién en Giardiasis, el cual se
ha visto favorecido por el desarrollo de técmnicas seroldgicas
como ELISA e inmunofluorescencia para 1la cuantificaciénde:qg
ticuerpos cspecificos contra este protozoario.

El propésito de nuestro trabajo fue desarrcllar un en-
sayo inmunoenzimético indirecto para cuantificacién de anti-
‘cuerpos especificos contra G.lamblia de clase IgG en suero,
utilizando discos de poliestireno como fase sélida, cuya efi
cacia y ventajas como soporte de diversos antigenOS ya ha si
do demostrada (58), aunque no con G. lamblia.

La efectividad del método la demostramos utilizando co
mo material problema suero provenicente de conejos inmunizados
con G.lamblia, con los cuales obtuvimos titulos de absorban-
cia significativamente mis altas que las absorbanciascﬁﬁfsug
ro de conejos no inmunizados (p< 0.01).

La especificidad del mftodo, la evidenciamos utilizan-
do sucro de concjo hiperinmune anti-Klebsiclla y suero de co
nejo hiperinmune anti-E.histolytica como muestra de contras-
te, con los cuales los titulos de absorbancia obtenidos fueron

significativamente més bajos (p<0.001). De esta manera des-
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cartamos que las absorbancias obtenidas con sueros de concjos
inmunizados con G.lamblia fueron debidas a fijacifén inespeci
fica de IgG a los discos de poliestireno. También esta posi-
bilidad la descartamos absorbiendo previamente los sueros hi
perinmunes anti-G.lamblia con trofozofitos de Giardia, lo cual
redujo significativamente los titulos de absorbancias obteni
dos con sueros no absorbidos (p< 0.05).

Este ensayo inmunoenzimitico, efectivo, reproducible,
y especifico en 1a deteccién de anticuerpos contra G.lamblia
en sueros de conejo, posteriormentc demostramos que es igual
mente eficaz con suero humano para lo cual, utilizamos como
muestra problema suero de nifios portadores de quistes deG.lam-
blia, poblacibn en la cual el método resultd ser eficaz para
la deteccidén de anticuerpos especificos y como muestras tes-
tigo sueros de nifios no portadores, en los cuales los titulos
de absorbancia fueron significativamente menores al comparar
con los anteriores (p <0.01). Este hallazgo indica la presen-
cia de respuesta humoral sistémica al protozoario en nifios
portadores de quistes de G.lamblia y detectables por esta téc
nica serolégica. A

Posteriormente el método lo utilizamos, para demostrar
la transferencia transplacentaria de anticuerpos especificos
contra G.lamblia de clase IgG, ensayando muestras de sangre
periférica de mujecres en trabajo de parto y muestras dc sue-
ro Jde¢ cordén umbilical de los productos respectivos.

En cl 13% de los sueros maternos y en ¢l 15% de los sug
ros dec los productos s¢ detectaron con csta metodologia anti

cuerpos de tipo IgG contra G.lamblia, lo que demuestra la trans
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ferencia transplacentaria de estos anticuerpos materncos especi
ficos a los recién nacidos (correlacién de los sueros de sangre pe-
riférica y cordén unbilical de r=0.7}, lo cual es esperable debido
a la capacidad de la inmunoglobulina G. de atrévesar placen-
ta a diferencia de los otros tipos de inmunoglobulinas.

-Esta transferencia pasiva de anticuerpos maternos anti-
G.lamblia podrfa ser de trascendencia para los reciéﬂ ﬂacidos
ya que podrfa limitar la infestacién intestinal por este pa-
rdsito, alin cuando esta hipétesis requicre de demostracibn.

No se llevdé a cabo la evaluacién de las madres en cuan

to a2 manifestaciones clinicas con respecto de Giardiasis, ni

la bﬁsqueda de quistes de Giardia en heces, ya que no forma-

ba parte de nuestros objetivos, aunque hubiera sido deseable

disponer de esta infoxrmacibn.

No so compar$ 1la técniéa con otras {cstandard de oro) para

comprobar su sensibilidad; sin embargo, existen réferencias
de que el método de ELISA para 1la detecci@n de anticuerpos se

rfa mis sensible gque la hemaglutinacibén, inmunodifusifn, comn

trainmunocelectroforesis; tendria la misma sensibilidad que
la inmunofluorescencia indirecta y menor que el radioinmuno-

ensayo (59). Consideramos quec esta contrastacién es importan
te y deberia de llevarse a cabo.

Consideramos que nuestras obserbaciones deben .comple-

mentarse con estudios dirigidos a establecer 1la correlacidn

existente entre niveles de IgG sérica e IgA en calostro

-ambas especificas contra G. lamblia- en madres

provenietes -
de diferentes estratos sociocecondmicos; determinar las impli-

caciones clinicas de la presencia de IgG sérica anti-G. lam-
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blia en el recien nacido; definir la frecuencia y edad de se
roconversifn con respecto a Giardiasis y persitencia de di
chos anticuerpos en la poblacién mexicana; y finalmente co-
rroborar la utilidad y practicidad del empleo de métodos se-
rolbgicos para el diagnéstico y seguimiento de pacientes con

Giardiasis.
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CONCLUSIONES.

El ensayo inmunoenzimético, utilizando discos de polies
tireno éomo fase s6lida, demostré ser efectivo, reproducible
y especifico para la cuantificacién de anticuerpos contra G.
lamblia y podria ser utilizado para cuantificar anticuerpos
en otros fluidos como saliva, calostro, aspirado dhodenal, Yy
puede contribuir de esta manera al estudio de la respuesta
humoral local contra'aicho protozoario.

Esta metodologfa la utilizamos para la demostracibn de
la presencia en suero de anticuerpos de tipo IgG en nifios con
Giardiasis, lo que evidencia la presencia de respuesta humo-
ral sistémica en la infestacién por este parfsito.

Igualmente demostramos la presencia de anticuerpos de
tipo IgG contra G.lamblia en suero de cord@n unbilical de re
cién nacidos; esta transferencia pasiva de anticuerpos espe-
cificos podr@a ser importaﬁte'en la 1imitaci§n de la infesta

cién por este parésito en este grupo etario.
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