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RESUMEN

Giardia intestinalis es un parasito involucrado en enfermedades intestinales asociadas al consumo
de agua y alimentos contaminados. Vegetales como la lechuga, son vehiculos potenciales de
transmision. Debido a que en México no existe una técnica estandarizada confiable para detectar
al patdégeno, aqui trabajo se desarrollé un procedimiento sencillo encaminado a recuperar la mayor
cantidad de quistes del parasito y posteriormente, optimizar su deteccion. Para ello, el parasito se
cultivé induciendo su enquistamiento e inoculando una cantidad conocida de quistes en lechugas.
Se probaron tres métodos de recuperacion utilizando diferentes extractantes: glicina 1M, PAS y
detergentes (SDS y Tween Polisorbato 80). Se obtuvieron porcentajes similares de recuperacion
de quistes con glicina y con PAS (71-77%), el método que utiliza detergentes rindié un porcentaje
mas bajo. En todos se obtuvieron productos de amplificacidn caracteristicos de Giardia con los
quistes recuperados, pero el método de PAS se prefirié dada su sencillez y eficiencia.
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INTRODUCCION

Giardia es un parasito protozoario intestinal, cuya presencia como contaminante en alimentos ha
guedado demostrada desde 1970. Su ciclo de vida consta de dos fases: una fase reproductiva, que
tiene lugar en el intestino y una fase transmisora, donde se excreta al ambiente por las heces con
posibilidades de infectar a otros hospederos [1].
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Figura 1. Ciclo de vida de Giardia. Se pueden observar las dos formas morfolégicas del
parasito: quiste y trofozoito [1].
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La enfermedad ocasionada por este parasito es conocida como Giardiasis, que es endémica en
todo el mundo [2], pero tiene méas prevalencia en lugares donde los habitos de higiene son escasos
o inadecuados. Afecta a personas de todas las edades pero es mas frecuente en nifios. Las areas
especificas donde se ha detectado un alto riesgo de incremento en la infeccidon son la Union
Soviética, Sureste y Sur de Asia, Africa Tropical, México y el Oeste de América del Sur debido al
elevado indice de viajeros que transitan [2]. La infeccion de Giardia es el origen de varios
trastornos intestinales en paises desarrollados y en desarrollo con una estimacion de 2.8x10°
casos en humanos por afio. La ingestion de tan solo 10 quistes de Giardia puede ocasionar
giardiasis, a través de comida o agua contaminada con los quistes [3].

Por lo general, los vegetales se consumen crudos, proporcionando mayor cantidad de vitaminas,
minerales y fibra dietética, por lo que se han considerado un grupo importante para el
mantenimiento de la salud humana [4], pero también se ha demostrado que constituyen un
vehiculo de transmisién de una amplia gama de parasitos, entre los cuales se encuentra no solo
Giardia sino otros protozoarios y helmintos [5]. Los vegetales pueden ser contaminados durante su
produccién si son regados con agua residual no tratada y utilizando como fertilizante el estiércol,
gue es una practica comun en algunas regiones de los paises en desarrollo [6].

En nuestro pais no existe una técnica estandarizada y segura para detectar este patdgeno
probablemente por la falta de métodos de andlisis sencillos, confiables y a la dificultad para
recuperar suficientes quistes detectables. Existen algunos trabajos realizados con este fin
utilizando glicina 1M a diferentes pH; se ha propuesto que este procedimiento puede ser utilizado
para andlisis de rutina en lechugas o productos de ensaladas en busca de uno o mas parasitos [7].
Experimentos con variaciones de este método utilizando glicina 1M a pH 5.5, sugirieron que la
eleccion del pH es critica, pues éste maximiza la cantidad de quistes recuperados de alimentos, no
s6lo en su extraccion de la matriz alimenticia sino también en su concentracion por separacion
inmunomagnética (IMS) [8]. En Bélgica, se analizd la presencia y diversidad de protozoarios de
vida libre en lechugas del género Lactuca sativa, utilizando una solucién salina de amoeba de
Page (PAS); con esta solucidon se extrajeron con éxito cinco grupos de protozoarios [9]. Otro
método para analizar legumbres utilizé los detergentes SDS y Tween- Polisorbato 80, tal como lo
indica la FDA (Food and Drug Administration) para la recuperaciéon de parasitos de frutas y
verduras, donde se evaluaron vegetales durante 6 meses, tanto lavados como no lavados,
obteniendo resultados positivos para la deteccidn de quistes de Giardia [4].

La presencia de quistes de Giardia en vegetales crudos, la frecuencia de la enfermedad, asi como
la distribucién del parasito en nuestro pais, fue el motivo para buscar un método que sea rapido,
efectivo y sencillo para su deteccién en alimentos. En este trabajo nos propusimos investigar qué
método proporciona la mayor recuperacion de quistes para obtener un DNA (til en ensayos de
PCR. De esta manera, se inocularon experimentalmente quistes de Giardia en lechugas y se
evaluo6 el porcentaje de su recuperacion por los tres métodos mencionados como base para el
disefio de una prueba de deteccién del parasito [8,4,9].

MATERIALES Y METODOS

b Cultivo de trofozoitos: Se realiz6 la resiembra del parasito a partir de una cepa de Giardia
intestinalis donada por el Instituto Nacional de Pediatria. Se inocularon 200 pL en tubos de
cultivo con tapa de rosca de 8 mL previamente llenados con medio de crecimiento TYI-S-
33 pH 7, se incubaron a 37°C y se revisaron al tercer dia. La resiembra se llevd a cabo
segun el grado de confluencia observado.

P Congelamiento de trofozoitos: Una vez que se formd la monocapa de trofozoitos se
decanté el medio y se afiadié6 medio nuevo TYI-S-33 pH 7, se incubd en hielo por 15
minutos para desprender las células, posteriormente se centrifugd a 3000 rpm durante 10
minutos para sedimentar los trofozoitos, se decantd el sobrenadante y los quistes se
resuspendieron en 2 mL de medio TYI-S-33 pH 7 adicionado con DMSO (al 5%). El medio
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se distribuyd en 2 viales y se colocaron en un contenedor de congelacién previamente
preparado con isopropanol y éste se colocé a -70°C durante 3 dias. Finalmente los viales
se pasaron a nitrégeno liquido para su almacenamiento.

P Obtencion de quistes: Una vez que se formo6 la monocapa de trofozoitos se incubaron los
tubos en hielo por 15 min, se centrifugaron a 2000 rpm durante 15 min, se desechd el
medio bajo condiciones de esterilidad y se adicioné medio de enquistamiento TYI-S-33 pH
8. Las células se incubaron durante 18 h a 37°C y posteriormente se centrifugaron a 2000
rpm durante 15 min. Se decanté el medio bajo la campana de flujo laminar, se adicion6
medio fresco TYI-S-33 pH 7 y las células se incubaron nuevamente durante 6 h a 37°C.
Los quistes formados ya en esta etapa, se concentraron por centrifugacion a 2000 rpm
durante 15 min y se colectaron en un solo tubo al cual se le adicion6 SDS al 10% para
romper los trofozoitos residuales. Los quistes se lavaron tres veces con agua estéril,
centrifugando a 13000 rpm durante 5 min en cada lavado. Finalmente se resuspendieron
en 200 pL de agua estéril y se almacenaron a 4°C.

P Conteo de quistes: Se colocaron 10 pL de la suspension de quistes en la camara de
Neubauer y se contaron bajo el microscopio con un aumento de 40x.

P Recuperacién de quistes: Se plantearon tres métodos diferentes de recuperacion de
quistes a partir de vegetales realizando tres experimentos por duplicado de cada método.

P 1. Método de Glicina [8]: Se pesaron 50 g de lechuga en una bolsa de polipropileno limpia,
se inocularon 1000 quistes contenidos en 100 uL de agua mediante 10 pipeteos y se dej6
reposar la lechuga inoculada durante 1 h a temperatura ambiente. Se adicionaron 200 mL
de glicina 1M pH 5.5 y los quistes se eluyeron apretando la bolsa durante 30 segundos. Se
removié la lechuga de la solucién de glicina, tratando de recuperar la mayor cantidad de
liquido, el cual se coloc6 en tubos de 50 mL y éstos se centrifugaron a 2500xg durante 10
min. Se descartd el sobrenadante y todos los sedimentos se colocaron en un microtubo
resuspendiéndolos en 100 uL de agua desionizada estéril.

P 2. Método de PAS [9]: Se pesaron 50 g de lechuga en la canastilla de la centrifuga de
lechugas previamente higienizada con solucién de cloro y agua estéril, se inocularon 1000
quistes mediante 10 pipeteos y se dejaron reposar durante 1 hora a temperatura ambiente.
Se adicionaron 200 mL de PAS (Page’'s Amoeba Saline, [9]) y se recuper6 todo el liquido
centrifugando la lechuga durante 15 segundos. Este liquido se colocé en tubos de 50 ml y
éstos se centrifugaron a 2500xg durante 10 min. Se descartdé el sobrenadante, se
colocaron todos los sedimentos en un microtubo y se resuspendieron en 100 ul de agua
desionizada estéril.

P 3. Método de Detergentes [4]: Se pesaron 50 g de lechuga y se inocularon 10,000 quistes
en 1000 ul en 10 pipeteos, la lechuga se dejé reposar durante 1 h a temperatura ambiente.
Se afiadié una solucién de detergente SDS 1% y Tween Polisorbato 80 al 0.1%, se coloco
en el sonicador durante 10 minutos, se colecté el liquido en tubos de 50 ml y se centrifugd
durante 15 min a 2500xg. Se colectaron los sedimentos en un microtubo y se
resuspendieron en 100 ul de agua desionizada estéril.

En todos los casos se realizd el conteo de quistes y se calcul6 el porcentaje de recuperacion.

P Rompimiento de quistes, precipitacion y PCR.

Los quistes recuperados se rompieron mediante lisis alcalina (KOH 1M, DTT 1M) vy la
solucién se neutralizé con HCI al 25%. Se centrifugd a 13000xg durante 5 min y se utiliz6 1
ul del sobrenadante como DNA templado para los ensayos de PCR [10].

La PCR se llevé a cabo bajo las condiciones establecidas en nuestro grupo (2.5 ul de
buffer 10X sulfato de amonio, 1.5 ul de MgCl, 25 nm, 2 yl de DNTP mix (10 mM), 0.4 ul de
Taq Polimerasa recombinante, 0.5 ul de iniciadores de la B- giardina y 16.6 yl de agua)
[10]. Los productos de amplificacion se analizaron por electroforesis en geles de agarosa.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como se aprecia en la figura 2, se obtuvieron porcentajes similares de recuperacion de quistes
cuando se utilizé glicina (76.38+37.7%) o solucién salina de PAS (71.66+32.8%). Si bien, con el
uso de glicina aparentemente se recuperaron mas quistes, la diferencia que presenta este método
con el método de PAS no es muy grande dada la desviacion estandar en ambos casos, lo que
sugiere que los dos pueden dar buenos resultados. En cambio, el uso de detergentes claramente
demostré ser inferior pues el porcentaje de recuperaciébn de quistes fue bastante menor
(26.56+16.7).

El porcentaje de quistes que en este trabajo se logré obtener fue ligeramente mayor que en el
trabajo anterior [8]. Por ejemplo, en el caso del método de la glicina, se obtuvo un 61.5% de los
quistes inoculados, debido probablemente a la diferencia en los volumenes de muestra utilizados.
Los resultados del método de PAS, por su parte, mostraron una recuperacién previa de hasta
2.4x10° NMP/g protozoarios totales en lechugas tratadas y no tratadas, en el anterior reporte,
aunque no se pudieron comparar con nuestros datos. En cuanto al uso de detergentes como
método de recuperacion de quistes [4], en el método original se obtuvo un porcentaje de quistes de
Giardia de 1.3% en vegetales crudos; en nuestro caso, el porcentaje de recuperacion fue bastante
superior a esta cifra (26.56+£16.7%), sin embargo, con este procedimiento se recuperaron menos
quistes que con los otros dos métodos probados.
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Figura 2. Porcentaje de recuperacion de quistes de Giardia de acuerdo a la técnica
empleada. Se muestra el promedio de los resultados obtenidos de tres experimentos por
duplicado.

Los resultados obtenidos del conteo de los quistes recuperados de las tres técnicas utilizadas se
resumen en la siguiente tabla:

Tabla. Quistes de Giardia recuperados de la lechuga de acuerdo a cada uno de los métodos
seleccionados.

Método Porcentaje de recuperacion (%)
con desviacién estandar
Glicina (76.38+37.7)
PAS (71.66+32.8)
Detergentes (26.56+16.7)
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La recuperacion de un mayor namero de quistes no garantiza que el DNA requerido como
templado sea eficiente en la amplificacién del fragmento de Giardina deseado; es importante
considerar la pureza con que son obtenidos ya que diversos factores presentes podrian dificultar la
reaccion de la polimerasa en la PCR. Por ello, el DNA obtenido en cada caso se utilizé para
obtener el producto de amplificacién caracteristico para la identificacién de Giardia (261 pb).

En la Figura 3, se puede observar que de los métodos probados, el DNA de los quistes obtenidos
con el método 3 dio la banda mas intensa, seguida por la sefial del método de PAS y finalmente, la
de los quistes obtenidos con glicina. Cabe aclarar que el rompimiento de los quistes se llevé a cabo
tomando el mismo nimero de quistes en cada caso, lo que habra de considerarse para la
seleccion del método mas adecuado. Otro criterio que debera considerarse es el costo de las
soluciones, siendo el método de la glicina el mas elevado.

La solucion de Detergentes se considera de bajo costo pero la técnica es ligeramente mas
complicada pues la manipulacién de los quistes es més dificil debido a la cantidad de espuma
generada durante el proceso, lo cual explicaria la pérdida de algunos quistes.

Debido a que el método de PAS se lleva a cabo con mayor facilidad, es accesible, tiene un
porcentaje de recuperacion de quistes relativamente elevado y permite la obtencién de un DNA dtil
para los ensayos de PCR, podria ser el método de eleccion en la recuperacién de los quistes para
el disefio de una prueba de identificacion de Giardia en alimentos.
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Figura 3. Gel de agarosa mostrando los productos de amplificacién del fragmento de B-
Giardina (261 pb). DNA usado como templado: DNA de quistes obtenidos con Glicina (GLI),
con la solucién de PAS (PAS), con detergentes (DET). DNA obtenido de quistes puros (Q),
DNA puro de trofozoitos de Giardia (GIA+), sin DNA (GIA-), control negativo.
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CONCLUSIONES

La concentracion de quistes presentes en lechugas contaminadas se logré facil y eficientemente
utilizando la solucion salina PAS. ElI DNA crudo obtenido de estos quistes fue Util para la deteccién
de Giardia mediante técnicas de PCR.
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