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RESUMEN

Se evalug la Identificacion de Giardia lamblia por la técnica de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) en 30 muestras fecales positivas y
negativas a G.lamblia todos residentes del Hospital Cayetano Heredia,
voluntarios de ambos sexos con edades comprendidas entre 3 y 5 afios.

Giardia lamblia, es un protozoario parasito que habita el intestino
delgado de los seres humanos y de muchos otros vertebrados y es una
de las mas comunes causas de diarrea en todo el mundo. Constituye un
problema de salud publica, especialmente en paises en desarrollo. La
Reaccion en Cadena de la Polimerasa ha sido la principal herramienta
diagnéstica, que ha aprovechado las bondades de la biologia molecular
a tal punto de alcanzar gran valor y versatilidad como técnica de analisis
debido en parte, a su adaptabilidad y aplicabilidad. El presente trabajo
aborda los principales requisitos que se deben tener en cuenta para
lograr una correcta estandarizacion mediante la Reaccion en Cadena de
la Polimerasa, asi como generalidades importantes de la técnica que son
imprescindibles tener en cuenta siempre que se desee emplear para
identificar parasitos. Se describen las consideraciones que se deben
tener para la eleccion del ADN molde, enzima, cebadores, dNTPs,
cloruro de magnesio, asi como las concentraciones necesarias de cada
uno de ellos.
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ABSTRACT

Identification of Giardia lamblia by the technique of polymerase chain
reaction (PCR) in 30 fecal samples positive for G.lamblia all residents
Cayetano Heredia Hospital's volunteers of both sexs aged between 3 and
5 years were evaluated. Giardia lamblia is a protozoan parasite that habits
the small intestine of humans and several other vertebrates and is one of
the most common causes of diarrhea worldwide. It constitutes a public
health problem, especially in developing countries. The polymerase chain
reaction has been the primary diagnostic tool that has leveraged the
benefits of molecular biology to the point of reaching great value and
versatility as analysis techniqgue due in part to its adaptability and
applicability. This study addresses the key requirements to be taken into
account for proper standardization by polymerase chain reaction, and
significant overview of the art to be essential to take into account
whenever you want to use to identify. Considerations to be taken to the
choice of template DNA, enzyme, primers, dNTPs, magnesium chloride,
and the necessary concentrations of each are described.

Keywords: ldentification, Conventional PCR, Giardia lamblia.



INDICE

CARATULA. e
DEDICATORIA. ... e
AGRADECIMIENTO ... ittt e,
RESUMEN. ... .ottt
AB ST RAC T ..ttt
INDICE DE TABLAS ... .ot e
INDICE DE FIGURAS . .....ouiiieie e,
INTRODUCCION. ..ot

CAPITULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA..........coiiieeeeeeeeeeereen
1.1 Descripcion de la Realidad Problematica..............c.coooiiiiiiiiiiinn,
1.2 Formulacion del Problema...........ooooiiiiiii e

1.2.1 Problema General..... ..o
1.2.2 Problemas Secundarios. ...........cooiiiiiiiiiii i
1.3 Objetivos de la Investigacion...............oiiiiiii e
1.3.1 ODbjetivo General....... ..o
1.3.2 Objetivos ESPecCifiCoS. ... .coviiiiiiiii e
1.4 Hipotesis de la Investigacion............oooiiiiiiiiiiceee e
1.4.1 HIipOtesis General.........ccoiuiiiiiii i
1.4.2 HipOtesisS SeCUNdarias. ... .....covuiuiuiiiiiiiiaai e
1.5 Justificacién e Importancia de la Investigacion....................c.oooie,
1.5.1 Justificacion....... ..o

1.5, 2 IMPOMANCIA. ..o

CAPITULO Il: MARCO TEORICO......cooiiiiiieee e,
2.1 Antecedentes de la Investigacion.............coooiiiiiiiiii

2.1.1 Antecedentes Nacionales..............ooooiiiiiiiiiii e

2.1.2 Antecedentes Internacionales.............c..ooiiiiiii i

2.2 BASES TOOMCAS . .. e ettt et

2.2.1 Recuento histérico de GiardiasiS.......ooveeeeeeiiii i,

Vi

Xi

12
12
13
13
13
13
13
13
13
13
13
14
14
14

15
15
15
16
19
19



2.2.2 Agente etiolOgiCO. ......veieie i

2.2.3 EPIdemiologia. ... ...cvuieiii e

2.2.4 Ciclo biolégico........

2.2.5 Trofozoito de G. lamblia...........coooeeeei e,

2.2.6 Quiste de G. lamblia
2.2.7 Clasificacion de G.la

mblia

2.2.7.1 Genomade G.lamblia........c.ooveeimi

2.2.7.2 Beta Giardina...

2.2.8 Clasificacion de G. lamblia............ccoeeeeeea e,

2.2.8.1 Caracterizacion

2.2.9 Fisiopatogenia de la

mediante Estudios de Laboratorio...............

gIardiasis. ........oeveiiii

2.2.10 Diagnostico de la giardiasis. .........ouveveiiiiiiiiiiee e

2.2.11 Manifestaciones clinicas de la giardiasis.............c.c.cocvviiiennnen.

2.2.12 Tratamiento..........

2.2.13 Prevencion de GiardiasiS. ......o.vveee e

2.2.14 Reaccién en Cadenadela Polimerasa...........cooveviiieiiiinn...

2.2.15 Ciclos de Amplificacion..........c.oooiviiiiii e

2.2.151 Ciclos............

2.2.16 Precauciones Reaccidon en Cadena de la Polimerasa...............

2.2.17 Electroforesis y Am
2.3 Definiciones de Términos
231PCR.......cceee
232ADN.................

2.3.3 Primers.............

plificacion de la prueba de PCR..................

BaASICOS. ..

2.3.4 Desoxinucledtidos Trifosfato........ooeeeve i

2.3.5 Par de Bases.....

2.3.6 Concentracion de Cloruro de Magnesio...........c.cccoevveienenennn..

2.3.7 Termociclador....
2.3.8Ciclos...............

2.3.9 Geles de AQarOSa.......ocouineiie e

2.3.10 Electroforesis en Gel de AgaroSa..........ccoeuvuviiiienennnninnnn.

2.3.11 Bromuro de Etid

2.3.12 Transiluminador

(o F

vii

19
20
21
22
23
24
24
24
24
24
25
26
26
27
28
29
29
29
30
30
31
31
31
31
31
31
31
32
32
32
32
32
32



CAPITULO IIl: METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION. ..o

3.1 Tipo de INVESHGACION. ... .
B A A MELOAO. ... ———-
0 I 1= o o o
31,3 DISEA0. .t
3.2 Poblacién y Muestreo de la Investigacion:
3.2.1 PODIaCION. ...
3.2.2 MUBSIIA. .o
3.3 Variables e Indicadores. .........o.ouiuiiii
3.4 Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos..............c.ceeeeenne.
I O A 1= o[ [ox O
3.4.1.1 PCR convencional..........ccooiiiiiiiii i
3.4.1.2 Estandarizacion de la Técnicade PCR................ccceiiennis
3.4.1.3 Electroforesis de los productos de amplificacion de PCR......
3.4.1.4 Disefio de cebadores especificos..........cccovviiiiiiiiiiiiinn..
3.4.1.5InStrumentos. ...
3.5 DESAIMTONO. ...t
3.5.1 Extraccién de ADN gendmico de muestras................cccoevennnnn.
3.5.2 Preparacion del gel de agarosa para electroforesis..................
3.5.3 Protocolo de la Técnica PCR.........coiiiiiiiiiieee,
3.5.4 Metodologia por Observacion Cualitativa.....................o.ooeeiee
3.5.5 Extraccion de ADN por Shock TErmico...........coovvvvininienenennn..

CAPITULO IV: PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE

RESULTADOS........

4 1 Resultados........
Discusiéon...............

Conclusiones..........

viii

33
33
33
33
33
33
33
34
34
35
35
35
35
35
36
36
38
40
44
45
48
49

51
51
57
61
62
63
66
67
77



INDICE DE TABLAS

Tabla N°1 Resultados positivos y negativos de otros parasitos encontrados.........
Tabla N°2  Sensibilidad y Especificidad por la Técnica de cualitativa para
identificar G.lamblia...........c.oooiiii
Tabla N°3  Sensibilidad y Especificidad por la Técnica de PCR para identificar G.
AMDIIA. ...
Tabla N°4  Condiciones del envio de la muestra segun el tipo y tiempo de demora
en llegar al laboratorio para el diagnéstico parasitolégico....................
Tabla N°5  Algoritmos para el examen parasitol0gico.............ccoeeiiiiiiiiiiiiiiinn..
Tabla N°6  Muestras de heces para el examen parasitolégico con fijador..............
Tabla N°7  Limites permisibles para piel y ojos (longitud de onda de 320 nm a 400
] 00 ) T
INDICE DE FIGURAS
Figura N°1: Tipos de clasificacion de genotipos de G. lamblia........................
Figura N°2: Recoleccion, manejo y conservacién de muestras de heces.........
Figura N°3:  Procedimiento de extraccion de ADN de muestras de heces.........
Figura N°4:  Uso del kit Gene JET Genomic DNA Purificacion........................
Figura N°5:  Conveccion térmica por medio de Bafio Maria...........................
Figura N°6:  Obtencion del ADN en muestras de heces............c...coveveeneennnn
Figura N°7: Preparacion del gel agarosa al 1.5%.........ccccceeeeieiiiiiiieeieeeeee e,
Figura N°8:  Preparacion del master mix (2X)...........cccoeeuieiiiiiiiiiiiiicennn.
FiguraN°9:  amplificacién en el termociclador LightCycIer® Software 4.1.........
Figura N°10: Electroforesis y visualizacion en el transiluminador.....................
Figura N°11: Cuantificacion de ADN por medio de corrida electroforetica..........
Figura N°12: Procedimiento para extraccion de ADN mediante Shock
1= 0.1 o o P
Figura N°13: Visualizacion con microscopio utilizando aumento 40x y 100x.......
Figura N°14: Resultados de la amplificacion por PCR en gel de agarosa al 2%.
Figura N°15: Resultados por el Técnica Cualitativa de ADN mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%...........coovciiiiiiieeiiiiiiiiinnn.
Figura N°16: Resultados por la observacion Técnica Cualitativa de ADN
mediante la extraccién de Shock térmico...........c.coceviiiiiinnn.
Figura N°17: Lectura del ADN en el Equipo Nano Drop 2000c enel INS...........

25
41
42
42
43

43
45

47
47
48
48

50
53

54

54

55
56



Figura N°18:
Figura N°19:
Figura N°20:
Figura N°21:
Figura N°22:
Figura N°23:

Caracteristicas de Giardia lambliai.........ccocovoeiii i,

Ciclo biolégico de Giardia lamblia..............................

Estructura del trofozoito de Giardia lamblia..............cccoviiiiiiiiis

Microfotografia del quiste de Giardia lamblia................

Reaccién en cadena de la polimerasa............c.ccoveviiiiiiiiinnn,

Observacién al microscopio con aumento de 40x y 100x

68
68
69
69
70
74



INTRODUCCION

Giardia fue descripta inicialmente en 1681 por van Leeuwenhoek al
examinar heces diarreicas en el microscopio Optico. Lambl (1859)
describid con gran detalle a este parasito y lo llamé Cercomonas
intestinalis. Luego Kunstler (1882) le otorgé el nombre de Giardia.
Blanchard (1888) propuso Lamblia intestinalis y Stiles (1902) eligio
Giardia duodenalis. Finalmente, Kofoid y col. (1915) propusieron el
nombre Giardia lamblia. En los afios 50, Filice describié 3 especies de
Giardia: G. duodenalis, G. muris y G. agilis basandose en criterios
morfoldgicos al microscopio 6ptico.

Con el advenimiento del microscopio electronico de barrido (SEM), se
reconocieron dos nuevas especies G. ardeae y G psittaci. Aflos mas
tarde, Feely (1988) describi6 una nueva especie denominada G.
microti que se diferencia de G. lamblia en la morfologia del quiste y en
la subunidad pequefia del ribosoma (SSU-ADNF). @

El nombre Giardia lamblia se aceptd extensamente en los afios 70.
Después a los afios 80, algunos han animado el uso del nombre
Giardia duodenalis y en los afios 90 el nombre Giardia intestinalis. En
este tiempo el término Giardia lamblia se ha aceptado extensamente
en la literatura médica y cientifica. ©

En resumen, actualmente se reconocen 6 especies de Giardia: G.
lamblia, G. agilis, G. muris; G. psittaci, G. ardeae y G. microti con
distinta especificidad de huésped. )

La giardiosis, causada por Giardia lamblia (sin6nimo: Giardia
intestinalis, Giardia duodenalis), constituye una parasitosis de gran
importancia epidemiolégica y clinica por su alta prevalencia y
patogenicidad, fundamentalmente entre la poblacion infantil. El interés
por este protista flagelado se ha incrementado a partir de la segunda
mitad del siglo XX con el reconocimiento de su potencial patdgeno
Asimismo, los estudios de secuenciacion del gen que codifica la
subunidad pequeiia o 18S rRNA (SS rRNA), utilizados en los actuales
sistemas de clasificacion molecular de los microorganismos
eucariotas, seflalan a Giardia como el organismo eucariota mas
primitivo conocido en la escala evolutiva entre los procariotas y
eucariotas.”

Xi
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CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion de la Realidad Problematica

La giardiasis es una enfermedad diarreica ocasionada por Giardia
intestinales conocido también como Giardia lamblia, parasito
microscopico unicelular que vive en elintestino de las personas
(intestino delgado en su porcion anterior (duodeno)) y se transmite en
las heces de una persona o animal infectado. Este parasito esta
protegido por una cobertura exterior que le permite sobrevivir fuera del
cuerpo y en el medio ambiente por largos periodos. Es un parasitismo
de amplia dispersion mundial, de gran importancia epidemioldgica y
clinica por su alta prevalencia y patogenicidad, sobre todo entre la
poblacién infantil.

Giardia lamblia es el protozoo que con mayor frecuencia se encuentra
en examenes coproparasitoscopicos. A nivel mundial se ha estimado
una frecuencia de 200.000.000 individuos infectados, de los cuales
500.000 sufren enfermedad. Es la causa de diarrea en hasta un 20%
de los casos en paises en vias de desarrollo, pero s6lo de un 3 a 7%
en paises desarrollados, en donde es frecuente la contaminacion de
agua o alimentos con materia fecal.

Giardia lamblia presenta siete genotipos (A, B, C, D, E, F, G)
morfoldgicamente indistinguibles al microscopio Optico pero con
diferentes caracteristicas genotipicas y fenotipicas. Si bien, estos
genotipos presentan diferente especificidad de huésped, solamente
los genotipos A y B producen enfermedad en el hombre.

Entre las manifestaciones clinicas de este flagelo tenemos su
frecuente asociacion con cuadros de diarreas, sindrome de
malabsorcion, disgammaglobulinemia y malnutricién por defecto, que
constituye una afeccién que tiene una alta incidencia de morbilidad y
mortalidad en los paises subdesarrollados, donde representa un grave
problema de salud en la poblacion.

12
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1.2 Formulacién del Problema
1.2.1 Problema General:

- ¢, Se podria identificar Giardia lamblia por la técnica de Reaccién en
Cadena de la Polimerasa en muestras de heces en nifios de 3 a 5
anos?

1.2.2 Problemas Secundarios:

- ¢Seria sensible la técnica de PCR para identificacion de Giardia
lamblia?

- ¢ Seria especifica la técnica de PCR para identificacion de Giardia
lamblia?

1.3. Objetivos de la Investigacion
1.3.1. Objetivo General:

- Identificar Giardia lamblia por la técnica de PCR en muestras de
heces en nifios de 3 a 5 afios.

1.3.2. Objetivos Especificos:
- Determinar la sensibilidad de la técnica de PCR para Giardia lamblia.

- Determinar la especificidad de la técnica de PCR para Giardia
lamblia.

1.4. Hipotesis de la Investigacion
1.4.1 Hipotesis General:

- Se podria identificar Giardia lamblia por la Técnica de reaccion en
Cadena de Polimerasa en muestras de heces en nifios de 3 a 5 afos.

1.4.2 Hipétesis Secundaria:

- La sensibilidad de determinacion de la técnica de PCR para Giardia
lamblia sera significativa.

- La especificidad de determinacion de la técnica de PCR para Giardia
lamblia sera significativa.

13



1.5.

Justificacion e Importancia de la Investigacion

1.5.1 Justificacion:

Esta investigacion es conveniente y de relevancia en el campo de
parasitologia y bioguimica. Da cuenta de los aspectos en relacion a la
Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa y su capacidad de
identificacién de Giardia lamblia en muestras de heces.

Esta técnica sirve para amplificar un fragmento de ADN; su utilidad es
gue tras la amplificacidén resulta mucho mas facil identificar con una
muy alta probabilidad, parasitos o bacterias causantes de una
enfermedad, identificar sobre el ADN amplificado Giardia lamblia.
Estos usos derivados de la amplificacion han hecho que se convierta
en una técnica muy extendida, sobre todo en el ambito de la
investigacion.

El objetivo es obtener un gran nimero de copias de un fragmento de
ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria basta partir de una
Unica copia de ese fragmento original, para obtener Optimos
resultados. Con los alcances dados a lo largo de la investigacion, sera
posible conocer y recordar la técnica de PCR convencional para su
aplicacion.

1.5.2 Importancia:

El desarrollo y la automatizacién de los métodos de PCR abren una
gran oportunidad para su aplicacién. Debido a su rapidez, alta
sensibilidad, especificidad, repetitividad, analisis de muchas muestras
y eficiencia para la deteccion temprana de los parasitos, bacterias,
agentes patogenos etc. Estandarizar esta técnica que luego puede ser
atil como herramientas analiticas en parasitologia, microbiologia y
control de calidad de los alimentos. De modo que contribuiran
notablemente a la prevencion tanto de ETA como de sus
consecuencias.

14



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION
2.1.1 Antecedentes Nacionales:

- La investigacion realizada por Giancarlo Eduardo Rojas Hinostroza
(2014) EVALUACION DE TRES PRIMERS PARA LA DETECCION
MOLECULAR DE GIARDIA [INTESTINALIS EN MUESTRAS
FECALES HUMANAS hace referencia que Giardia intestinalis es el
protozoario intestinal mas comdn a nivel mundial y su diagnostico
parasitologico esta basado en el examen microscoépico, sin embargo,
debido al caracter intermitente de la excrecion del parasito en las
heces el método puede revelar baja sensibilidad, esto ha motivado la
basqueda de nuevas alternativas de diagnéstico entre las que
destacan aquellas que tiene como base la biologia molecular.
Objetivos: Evaluar 3 primers para la deteccion molecular de G.
intestinalis en muestras fecales. Lugar: Instituto de Medicina Tropical
“‘Daniel A. Carrién”, UNMSM. Procedimiento: Se evaluaron primers
gue amplifican las regiones de la beta-giardina y de la proteina de
choque térmico 70 del ADN de G. intestinalis. Principales medidas de
resultados: Se recolect6 muestras fecales positivas y negativas a G.
intestinales y a otros parasitos, las cuales fueron concentradas por
centrifugacion, luego almacenadas a -20°C y posteriormente
analizadas mediante la técnica de PCR convencional. Resultados:
Concluye que el limite de deteccion para los primers evaluados
mostro que a mayor concentracion de quistes de G Intestinalis no se
observd banda, como es el caso de los primers de la beta-giardina
con una dilucién de 1/1024. Estos solo mostraron bandas a partir de
una concentracion de 87,3 ng/ pl y 24,1 ng/ ul. Las muestras
amplificadas para la betagiardina revelaron solo 13.3% de positividad,
esto tiene relacién con los estudios realizados por Rochelle Paul y
Col, quienes mostraron que la PCR puede identificar entre 1 a 10
quistes para los genes de beta giardina, por ende seria necesario
realizar mayores diluciones. Se observé un mejor limite de deteccion
para el primer GHSP70-1 identificandose bandas en 7 diluciones con
una sensibilidad y especificidad mayor que para el primer de la beta-
giardina. Las muestras amplificadas para la betagiardina revelaron
(13.3% de positividad) mientras que para el primer GHSP70-I (36.36%
de positividad) ©
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-La investigacion realizada por Eleuterio Jacinto, Edwin Aponte, Victor
Arrunategui — Correa (2012). PREVALENCIA DE PARASITOS
INTESTINALES EN NINOS DE DIFERENTES NIVELES DE
EDUCACION DEL DISTRITO DE SAN MARCOS, ANCASH, PERU
hace referencia a la Investigacion de la prevalencia de parasitosis
intestinal en estudiantes del Distrito de San Marcos, en el
departamento de Ancash, Peru. Material y métodos: Se analizaron en
total 1303 muestras de heces de nifios de nivel inicial, primario y
secundario, mediante examen directo. Resultados: Se encontré uno o
mas parasitos intestinales en 65,0% de los estudiantes. De las 845
muestras positivas para parasitos, se encontré un parasito en 82,0%
dos en 18,0% predominando los protozoarios sobre los helmintos. Los
enteroparasitos patdégenos encontrados segun su frecuencia fueron:
Giardia lamblia 23,7%, Ascaris lumbricoides 16,9% e Hymenolepis
nana 9,6%. La frecuencia del enteroparasitos no patégeno
Entamoeba coli fue 31,8%. Conclusiones: Existe un alto indice de
parasitismo en la poblacion rural de la sierra de Ancash, lo que estaria
en relacion con las deficientes condiciones de saneamiento ambiental
en esta zona, por lo que es necesario que en los colegios de la zona,
se dé educacion sobre higiene personal y ademas, mejorar las
condiciones de saneamiento. ©

2.1.2 Antecedentes Internacionales:

-La investigacion realizada por Maria Jesus Alcaraz Soriano Servicio
de Microbiologia. Hospital Universitario Doctor Peset Aleixandre.
Valencia (2012) GIARDIA Y GIARDIASIS hace referencia al método
de identificacion de los quistes en un examen con microscopia optica.
Con menor frecuencia, es posible observar los trofozoitos en
muestras de heces. Los examenes se realizan directamente en fresco
o tras un proceso previo de concentracion (formol-éter acetato, sulfato
de zinc, formol-éter-etilico, etc.), en heces no conservadas o
conservadas [formol 10%, alcohol polivinilico o mertiolato-yodo-
formaldehido MYF)]. Debido al caracter intermitente y, en general, al
bajo nivel de excrecién de quistes en la giardiosis, la sensibilidad del
examen de una unica muestra de heces es del 35-50%. La realizacion
de 6 técnicas de concentracion y el estudio de dos o tres muestras de
heces seriadas incrementa la sensibilidad al 70%. En pacientes con
giardiosis persistente se recomienda realizar exdmenes seriados de
heces durante cuatro semanas; en estos casos, la sensibilidad del
estudio microscopico alcanza el 97%.

16



Se han desarrollado diversos métodos inmunolégicos encaminados a
detectar diversos antigenos de G. lamblia en las heces. Asi, la
contrainmunoelectroforesis, cuya sensibilidad y especificidad son del
90% y 95%, respectivamente. En la actualidad existen diversos
enzimoinmunoensayos (EIA) comerciales con una especificidad
superior al 99% (99,3 -100%), una sensibilidad que varia entre el
88,6% y 100%. La sensibilidad y especificidad de los mismos depende
fundamentalmente de tipo de antigeno utilizado (trofozoitos intactos,
extracto de trofozoitos o proteinas purificadas de Giardia lamblia). ©

- La investigacion realizada por Edwin Cardona, Silvia
Castafieda, Maria Elena Alvarez, Jorge Enrique Pérez, Fredy Arvey
Rivera Paez, German Ariel Lopez Gartner, (2013) COMPARACION
DE METODOS CONVENCIONALES Y MOLECULARES PARA LA
DETECCION DE GIARDIA LAMBLIA EN HECES HUMANAS hace
referencia a los protozoarios del género Giardia lamblia, la deteccion
del parasito, se fundamenta generalmente en los métodos por
concentracién y microscopia convencional, estas técnicas presentan
limitaciones por su baja sensibilidad e especificidad en el diagnéstico.
En procura de mejorar los métodos de diagndstico, las técnicas
moleculares se perfilan como una alternativa promisoria. En este
estudio se analizaron 88 muestras de heces provenientes de
pacientes de una empresa prestadora de servicios de salud
(ASSBASALUD) de la ciudad de Manizales (Caldas). Para la
deteccién de Giardia lamblia en heces se compararon tres métodos
diferentes por medio del porcentaje de positividad: Los métodos
convencionales de concentracion de la muestra y observacion
microscopica, andlisis por inmunoensayo (ELISA indirecto) vy
finalmente la amplificacién de dos secuencias génicas nucleares por
PCR. Se obtuvieron tres muestras positivas por concentracion y
microscopia convencional, dos por inmunoensayo y 26 por técnicas
moleculares. El estudio sugiere que las pruebas diagndsticas
rutinarias basadas en microscopia convencional e inmunoensayo,
tienen mas bajo porcentaje de deteccidn de este parasito y que esta
deficiencia puede ser compensada por medio de la implementacion de
métodos de diagndstico molecular basados en PCR, como una
estrategia complementaria de apoyo en el diagnéstico de este
protozoo.

- La investigacion realizada por Nora Beatriz Molina. (2009)
EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Giardia lamblia EN
COMUNIDADES URBANAS Y RURALES DE BUENOS AIRES Y

MENDOZA, ARGENTINA. Facultad de Ciencias Médicas. UNLP.
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Hace referencia que Giardia lamblia (G. duodenalis; G. intestinalis), es
un parasito del intestino delgado que afecta principalmente a nifios y
produce cuadros clinicos de variada intensidad desde la infeccion
asintomatica hasta cuadros graves de diarrea crénica con sindrome
de malabsorcién. Si bien, en los ultimos afios se ha incrementado el
conocimiento de la fisiopatogenia de la infeccién por Giardia, hasta el
momento, los factores que determinan la variabilidad de las
manifestaciones clinicas de giardiosis no estan completamente
esclarecidos. Giardia lamblia presenta siete genotipos (A, B, C, D, E,
F, G) morfol6gicamente indistinguibles al microscopio 6ptico pero con
diferentes caracteristicas genotipicas y fenotipicas. Si bien, estos
genotipos presentan diferente especificidad de huésped, solamente
los genotipos A y B producen enfermedad en el hombre. En este
trabajo de Tesis se analizé la distribucién de los genotipos de Giardia
lamblia presentes en el pais y las eventuales relaciones entre el
genotipo hallado y las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de las
comunidades estudiadas. ©®

- La investigacién realizada por Berta Alicia Borrego Ponce (2009)
INFLUENCIA DE FACTORES AMBIENTALES Y DESNUTRICION
EN PARASITOSIS INTESTINALES EN PREESCOLARES DE
CENTROS MUNICIPALES DE BIENESTAR INFANTIL EN CIUDAD
JUAREZ . Instituto de Ciencias Biomédicas Universidad Auténoma de
Ciudad Juarez. Hace referencia que el propdsito fue evaluar la
influencia de diversos factores ambientales y la presencia de
desnutricién, en la ocurrencia de parasitosis en nifilos adscritos a
centros de bienestar infantil (CBI) en Ciudad Juarez. Se realiz6 un
estudio transversal, prospectivo, observacional y analitico, en una
muestra probabilistica (n=53) de nifios <5 afios. Se calcularon los
indicadores de peso (P/E) y talla para la edad (T/E) e indice de masa
corporal [peso (kg)/ Talla2 (m2)] para la edad (IMC/E), segun la OMS.
Se colectaron muestras de heces y se realiz6 el analisis parasitolégico
por técnicas de observacion directa, flotacion y tincibn comunes. Los
factores ambientales como la condicién de vivienda, servicios publicos
e higiene personal, asi como otros factores socios demograficos y
alimentarios fueron evaluados mediante un cuestionario validado. Se
encontré una prevalencia de parasitismo del 64%. Cryptosporidium
parvum, Giardia lamblia, Cyclospora cayetanensis y Ascaris
lumbricoides estuvieron presentes en 79.4, 23.5, 14.7 y 2.9% de las
muestras analizadas. ©
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2.2 BASES TEORICAS
2.2.1 RECUENTO HISTORICO DE GIARDIASIS:

Es posible afirmar que la historia de la protozoologia nacié a
mediados del siglo XVII, cuando Anthon Van Leeuwenhoeck de
Delphis; comerciante holandés y tallador aficionado de lentes observo
por primera vez a traves de los rudimentarios microscopios fabricados
por él mismo, un organismo que por su descripcion, muy
probablemente correspondia a Giardia lamblia. Este “animaliculo”,
como él lo denomind, lo encontré6 al examinar sus propias
evacuaciones diarreicas. La giardiosis, causada por Giardia lamblia,
constituye una parasitosis de gran importancia epidemioldgica y
clinica por su alta prevalencia y patogenicidad, fundamentalmente
entre la poblacién infantil. La giardiasis ocurre en todo el mundo y
especialmente entre los nifios y en sitios en que las condiciones
sanitarias son deficientes. Su prevalencia en los paises
industrializados es generalmente de 2 a 4% pero llega hasta 15% o
maés en los nifios de los paises en desarrollo. ‘%

A pesar de que durante los ultimos tiempos se ha venido ganando en
conciencia sobre la importancia para la Salud Publica de la infeccion
por Giardia y de que ha aumentado el interés por las investigaciones
sobre este protozoo, existen aun muchas cuestiones que no han sido
elucidadas totalmente, como son el riesgo potencial de la transmision
zoonotica, ciertos mecanismos de patogenicidad, algunos procesos
de reaccion del huésped frente a la infeccion, y la respuesta inmune.
Por otra parte, se continla la busqueda de nuevos recursos
terapéuticos para combatir y prevenir la infeccion tanto en el hombre
como en los animales. "

2.2.2 AGENTE ETIOLOGICO:

TAXONOMIA: Giardia lamblia, es un protozoo flagelado patégeno
perteneciente al orden Diplomonadida que parasita el tracto digestivo
de humanos y otros mamiferos, produciendo una patologia
denominada giardiosis, giardiasis o lambliasis. 2

= Reino: Protista.
=  Subreino: Protozoa.
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= Phyllum: Sarcomastigophora.- Protozoos que presentan un solo
tipo de ndcleo, reproduccidon asexual, cuando existe,
esencialmente singamica. Poseen flagelos, seudépodos, o0 ambos
tipos de organelas locomotrices.

= Subphyllum: Mastigophora.- Trofozoitos que poseen tipicamente
uno o mas flagelos, reproduccion asexual, la que basicamente se
produce por fision binaria longitudinal; en algunos grupos
presentan reproduccién sexual.

= Clase: Zoomastigophorea.- Cloroplastos ausentes, uno o varios
flagelos presentes, formas ameboides con o sin flagelos en
algunos grupos.

= Orden: Diplomonadida.- Con uno o dos cariomastigontes cada
uno, con uno o cuatro flagelos; al menos uno de esos flagelos es
recurrente con dos nucleos sin mitocondrias o aparato de Golgi.
Con quistes pueden ser parasitarias o de vidas libres.

» Familia: Hexamitidae.- De 6 a 8 flagelos, dos ndcleos y algunas
veces axostilos y cuerpos medianos o parabasales; presentan
simetria bilateral.

» Género: Giardia.- Difieren de otros miembros de la familia
Hexamitidae porque poseen un disco adhesivo, el que sirve como
una organela para la fijaciéon, en la superficie ventral del trofozoito.

= Especie: lamblia.- Es la Unica especie del género que ha sido
descrita en humanos.

2.2.3 EPIDEMIOLOGIA:

G. lamblia es el parasito productor de diarrea diagnosticado con mas
frecuencia en todo el mundo. Afecta principalmente a los nifios y
produce infecciones de espectro clinico variable, desde cuadros
asintomaticos hasta diarreas graves con malabsorcion. La giardiosis
es una infeccién cosmopolita de tipo zoon6tico cuya prevalencia varia
entre 2 y 5% en paises industrializados y puede superar el 30% en
paises en desarrollo.

Segun la OMS, la giardiosis tiene una distribucion global estimada en
2,8x108 casos anuales y G. lamblia es el parasito intestinal mas
frecuentemente detectado en seres humanos. En Asia, Africa y
Latinoamérica, alrededor de 2x108 personas presentan giardiosis
sintomatica y se diagnostican 5x105 nuevos casos por afio. La
infeccidn en el huésped se inicia cuando el quiste es ingerido a través
de agua y alimentos contaminados o también por contacto fecal-oral.
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La fuente de infeccién de G. lamblia es la materia fecal contaminada
con quistes proveniente de humanos o animales como perros, gatos,
ovejas, cabras, vacas, cerdos, caballos, entre otros. Por otro lado, una
persona infectada puede eliminar hasta 9,0x108 quistes por dia, una
cantidad mucho mayor que la necesaria para causar infeccion (100

guistes). Es una de las causas mas frecuentes de diarrea del viajero.
(13)

2.2.4 CICLO BIOLOGICO:

Como otras especies de este género, el ciclo biolégico de G. lamblia
incluye dos fases o estados: El trofozoito (forma vegetativa) y el quiste
(forma de resistencia e infecciosa).

La infeccion del huésped comienza cuando los quistes ingresan por la
via oral, los trofozoitos liberados atraviesan la barrera de moco, se
adhieren al epitelio intestinal y se alimentan captando nutrientes de la
luz intestinal mediante vesiculas pinocitéticas.

Esta predileccion de los trofozoitos por el yeyuno sugiere que
requieren una alta concentracién de nutrientes para su supervivencia
y proliferacién, entre ellos el colesterol, elemento fundamental para la
biogénesis de sus membranas y en el proceso de enquistamiento.
Luego los trofozoitos se multiplican y colonizan en la superficie
intestinal. Ante ciertos estimulos como la exposicion a sales biliares,
algunos de ellos se enquistan en el yeyuno. Las condiciones
especificas que promueven el enquistamiento incluyen el pH
levemente alcalino y sales biliares conjugadas con &cidos grasos.
Giardia lamblia presenta un tamafo inferior a 20 um, carece de ciertos
organulos como son las mitocondrias y el aparato de Golgi.

Unicamente tiene un hospedador (monoxeno), es cosmopolita y tiene
dos formas de vida en su ciclo vital.

Los quistes son formas resistentes y son responsables de la
transmision del giardiasis. Los quistes y los trofozoitos se encuentran
en las heces, son resistentes y pueden sobrevivir varios meses en
agua fria. La infeccién ocurre por la ingestion de quistes en el agua
contaminada, alimento, o por la via fecal-oral (las manos o los
fomites). En el intestino delgado la exquistacion libera trofozoitos
(cada quiste produce dos trofozoitos).

Por dltimo, los quistes formados son eliminados con las heces,
completando el ciclo bioldgico al infectar un nuevo huésped. @
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2.2.5 TROFOZOITO DE G LAMBLIA

El trofozoito de Giardia lamblia es la forma parasitaria que habita la
luz del intestino, es mévil y tiene forma de pera, tiene
aproximadamente 12 a 15 ymde largoy5a 9 ym de anchoy 2 a 4
Mm de espesor. El citoesqueleto incluye un cuerpo medio, cuatro
pares de flagelos (anterior, posterior, caudal y ventral) y un disco
suctor ventral responsable de la adherencia del parasito a la pared
intestinal.

El disco ventral es una estructura concava formada
ultraestructuralmente por microtibulos, ocupa casi la totalidad de la
superficie ventral y debe sus caracteristicas contractiles a las
proteinas actina y tropomiosina. Los trofozoitos tienen dos nucleos
gue estan localizados anteriormente y son simétricos y en el
citoplasma se encuentran las vacuolas lisosomales, asi como los
granulos ribosomales y de glicégeno, ademas se han demostrado
evidencias de complejos de Golgi. @

MORFOLOGIA:

Dentro del trofozoito de Giardia lamblia se distinguen las siguientes
estructuras:

= Ndcleos.- Posee dos nucleos ovoides, situados simétricamente a
cada lado de la linea media, con un gran cariosoma central. Se
determiné que ambos ndcleos poseen aproximadamente la misma
cantidad de ADN.

= Citoplasma.- El citoplasma de los trofozoitos se encuentra
constituido por una gran cantidad de granulos, algunos de ellos
son grandes, de 300 angstrom, de aspecto denso considerados
como glucégeno, otros pequefios de 150 a 200 angstrom de
aspecto claro que corresponden a ribosomas. Presenta reticulo
endoplasmico rugoso. No existe aparato de Golgi, reticulo
endoplasmico liso, cuerpos de pigmento, ni mitocondrias. Ademas
contiene una gran cantidad de vacuolas ovoides y circulares
limitadas por una membrana; se disponen en hilera en la periferia
dorsal y ventral, estan interconectadas formando una red de
canales intracitoplasmaticos que conforman el sistema digestivo
de G. lamblia.
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Flagelos.- Los trofozoitos presentan 8 flagelos dispuestos en 4
pares simétricos, 2 anterolaterales, dos postero-laterales, 2
ventrales y un par caudal. Estos tienen su origen en 8 cuerpos
parabasales colocados simétricamente a los lados de la linea
media, a la altura del borde superior de los nucleos.

Disco adhesivo.- En la porcion anterior se encuentra el disco
suctor, que mediante complejos mecanismos de hidroadhesion le
confieren al parasito su capacidad de adherencia a la mucosa
intestinal. El disco mide de 8 a 10 micrémetros, no es simétrico
bilateralmente, se encuentra integrado por microtubulos espirales.

En el disco se encuentra una abertura posterior donde los flagelos
expelen fluido desde la cavidad bajo el disco hacia el canal ventral y
exterior.

2.2.6 QUISTE DE G. LAMBLIA

MORFOLOGIA:

Los quistes, formas de resistencia infectantes ovales miden entre 11-
14 ym de longitud y contienen 4 nucleos y estructuras residuales de la
forma vegetativa (axonemas, restos de disco adhesivo y cuerpos
medianos). La resistente pared quistica esta formada por una capa
filamentosa externa y una capa membranosa interna. Su grosor es de
0.3 - 05 pm. @4

Quiste: Estadio infectante.

Ovoide con pared quistica.
Transparente.

4 nucleos.

Axonema.
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2.2.7 CLASIFICACION DE G. LAMBLIA
2.2.7.1 GENOMA DE G. LAMBLIA:

El trofozoito de G. lamblia, al igual que otros parasitos del orden
Diplomonadida es binucleado; ambos nudcleos poseen idéntico
contenido de ADN y son transcripcionalmente activos.

El contenido total de ADN de este parasito se estima en 1,34x108
pares de bases (bp) y un tamafo haploide de aproximadamente
1,2x107 bp (12 Mb).

Utilizando electroforesis en gel con campo pulsante (PFGE) y sondas
especificas para cada cromosoma, se determin6 que G. lamblia posee
5 cromosomas, cuyo tamafio varia entre 1,6 y 3,8 Mb. Estos
resultados sugieren que el trofozoito contiene entre 30 y 50 moléculas
de ADN y por ende de 8 a 12 copias de cada cromosoma. **

2.2.7.2 BETA-GIARDINA:

Estudios previos demuestran que es especifica para G. lamblia,
siendo la mas usada junto con la rRNA para el analisis genotipico.

El procedimiento adecuado para el uso de los primers que amplifican
una regién del gen que codifica a la beta-giardina es para la deteccién
molecular.

2.2.8 CLASIFICACION DE G. LAMBLIA
2.2.8.1 Caracterizacion mediante estudios de laboratorio:

Los primeros avances en la caracterizacion de G. lamblia fueron
realizados mediante electroforesis de enzimas. La mayoria de los
estudios electroforéticos han tenido limitada utilidad debido al estudio
de pocos caracteres, el analisis de pocas muestras o ambos. Diversos
autores han utilizado electroforesis de isoenzimas o aloenzimas
demostrando una gran heterogeneidad genética dentro de G. lamblia.

Se ha encontrado el mismo patron de bandas electroforéticas en
aislamientos de G. lamblia provenientes de humanos y animales,
cuestionando la validez de los zimodemas como marcador
taxonomico para evaluar la especificidad por el huésped.

La mayoria de los estudios posteriores mostraron un amplio grado de

homogeneidad entre aislamientos y no han detectado ninguna
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correlacion entre el curso de la enfermedad y el patrén de zimodemas
de los aislamientos de Giardia.

A la fecha, los aislamientos de G. lamblia identificados como
patdgenos humanos son los genotipos A y B. Estos genotipos se
asocian con enfermedad en el hombre y presentan potencial
zoondtico. @

Figura N°1: Tipos de clasificacion de genotipos de G lamblia.

Genotipos de Giardia lamblia Huéspedes involucrados

A humanos - perros - gatos - bovinos - ovinos - porcinos-

chinchillas - alpacas - caballos - castores

B humanos - perros - chinchillas - ratas - castores
Cc-D perros

E vacas - ovejas - cerdos

F gatos

G ratas - ratones

Fuente: Clasificaciones de los genotipos de G. lamblia, extraido de
Adam (2001)

2.2.9 FISIOPATOGENIA DE LA GIARDIASIS

Se ha investigado ampliamente la patogenia de la giardiosis y la
interaccion entre el parasito y el huésped. Si bien, el mecanismo por
el cual Giardia produce diarrea no ha sido completamente
caracterizado, se postula que este proceso es multifactorial y ocurre
por combinacion de varios factores. Entre ellos, aumento de la
permeabilidad epitelial, acortamiento o atrofia de las vellosidades;
disrupcién de las microvellosidades del epitelio, hiperplasia de las
criptas, reduccion de la actividad de las disacaridasas y de las
proteasas intestinales; inflamacion de la mucosa intestinal vy
sobrecrecimiento de la flora intestinal. Utilizando diversos modelos
experimentales, demostraron que la adhesion de los trofozoitos al
epitelio es crucial para el aumento de la permeabilidad epitelial.
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2.2.10 DIAGNOSTICO DE GIARDIASIS

El diagndstico de certeza se basa en la deteccién de los quistes o
trofozoitos de Giardia lamblia en las muestras clinicas. Para el
diagnéstico de giardiosis, la muestra de eleccién es la materia fecal
recolectada en forma seriada porque permite aumentar la sensibilidad
del estudio ya que los quistes parasitarios son liberados con las heces
en forma intermitente o0 en cantidades variables. Para el diagnéstico
en materia fecal formada, los métodos coproparasitoscépicos de
concentracion son muy Utiles para la basqueda de formas quisticas,
dando los mejores resultados para este fin los métodos de flotacion de
Faust y el de sedimentacion de Ritchie.

El 60% de Ilos nifos infectados con G. Ilamblia desarrollan
sintomatologia asociada con meteorismo, dolor epigastrico,
deshidratacion, dolor abdominal y diarrea cronica con heces espesas
0 esteatorreicas que contienen gran cantidad de moco y grasa. Que
se ha atribuido a la intermitencia en la eliminacion quistica,
eliminacién que puede ser intensa, baja o mixta de expulsion de
trofozoitos y quistes en heces es necesario a veces recurrir a otros
métodos como la observacion directa del protozoo en aspirado de
liquido duodenal observado al microscopio.

Reaccion en cadena de la polimerasa sirve para identificar (con el fin
de encontrar) el ARN o el ADN del parasito, con una sensibilidad del
80% y una especificidad del 99%. ©

2.2.11 MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA GIARDIASIS

El periodo de incubacién en la giardiasis sintoméatica oscila entre 3 y
45 dias. La infeccion puede evolucionar de forma aguda, subaguda o
cronica.

En las formas de giardiasis cronica los sintomas predominantes son el
malestar abdominal acompafiado de dolor epigastrico difuso. La
diarrea puede persistir o alternar con estrefiimiento y puede
acompafarse de pérdida de peso. Muchas personas infectadas con
giardiasis son asintomaticas, la patologia se presenta mas en
lactantes, nifios e inmunocomprometidos.

Desde el punto de vista clinico, otros pueden desarrollar
manifestaciones que van desde trastornos digestivos ligeros hasta
diarrea cronica, anorexia, vomitos, pérdida de peso, decaimiento
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general, sindrome de malabsorcién intestinal con retardo en el
crecimiento infantil.

En adultos procedentes de paises desarrollados que viajan a zonas
endémicas, al regresar a su lugar de origen la enfermedad se
presenta en fase aguda: hay diarrea acuosa, nauseas, vomitos, dolor
epigastrico, meteorismo y anorexia, pasando, luego de 3 a 4 dias sin
tratamiento, a la fase cronica con cuadro diarreico, con 4 6 5
deposiciones diarias muy fétidas, Puede producir duodenitis,
caracterizada por dolor abdominal tipo coélico y diarrea pastosas de
color claro, con anorexia y dolor abdominal persistente, y pérdida de
peso. ©

2.2.12 TRATAMIENTO

Para el tratamiento de esta protozoosis intestinal, en nuestro pais se
utilizan ampliamente farmacos antiparasitarios.

= ElI metronidazol.- Se administra en dosis de 15 a 20 mg/kg/dia
fraccionado en 3 dosis por un periodo de 7 dias por v.o. Este
farmaco, de manera ocasional, pude provocar cefalea, nauseas,
vertigo, diarrea, sabor metalico. Se presenta en tabletas y solucion
en jarabe para nifios.

= La quinacrina (mepacrina o atebrina).- Es la droga
recomendada en Estados Unidos y en otros paises donde no se
han comercializado los nitroimidazoles. La dosis es 100 mg 3
veces al dia en adultos y 2 mg/kg 3 veces al dia en nifios por 5 6 7
dias. Puede producir efectos colaterales y toxicidad.

= El tinidazol.- Antiprotozoario oral aprobado por la FDA para
tratamiento de giardiasis, amebiasis intestinal en nifios menores de
3 afnos, se emplea a una dosis de 30 a 50 mg/kg/dia administrado
en dosis Unica o bien en esquema de 2 dias. El medicamento se
recomienda de preferencia después de la cena. En estudios in
vitro, el tinidazol ha demostrado ser superior a metronidazol; sin
embargo, su sabor amargo dificulta su administracion en nifios.

» La furazolidona.- Es otro farmaco 0til que se usa a dosis de 7
mg/kg/dia fraccionado en 3 dosis durante 7 dias. El farmaco es

bien tolerado. usada en diarreas bacterianas, se emplea también
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en esta parasitosis a la dosis de 5 mg/kg/dia en nifios, dividida en
4 tomas diarias por 7 dias.

= Paramomicina.- Farmaco util en amebiasis intestinal, se usa
dosis de 25 - 35 mg/kg/dia VO C/8 horas por 7 dias en nifios.
Paciente adulto hasta 700 mg VO C/6 horas.

= El secnidazol.- Dosis de 30 mg/kg/dia, administrado en dosis
Unica via oral, es un antigiardiasico y tricomonicida eficaz sobre
enfermedades oportunistas que derivan de ella en las formas
quisticas y trofozoiticas de la ameba, por lo cual una sola dosis es
suficiente para el tratamiento de las parasitosis por protozoarios
como Giardia lamblia.

= El albendazol.- Descrito ampliamente como antihelmintico, es
efectivo en giardiosis en dosis de 400 mg/dia por 5 dias. Después
de concluido el tratamiento, puede haber persistencia de la
sintomatologia durante algunos dias, a pesar de existir la cura
parasitolégica. A esta condicién se le conoce con el nombre de
sindrome post-giardiasico.

2.2.13 PREVENCION DE GIARDIASIS

Las mejores medidas siempre estaran encaminadas a evitar la
contaminacion de agua y alimentos por excretas, lograndose por
medio de un manejo adecuado de las mismas, evitar el riego de
hortalizas con aguas negras es una medida necesaria, ya que esta
practica se sigue permitiendo en muchos lugares.

La deteccion de portadores asintomaticos y en especial de aquellos
gue tienen contacto con alimentos, es fundamental, ya que este grupo
de personas que preparan alimentos y los expenden en la via publica,
también son los que menos educacién sanitaria tienen. Estos
individuos deberan de ser tratados mediante capacitaciones para
evitar que sigan transmitiendo las formas infectantes del parésito.
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2.2.14 REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA:

Es una técnica de biologia molecular desarrollada en 1986 por Kary
Mullis. Su objetivo es obtener un gran numero de copias de un
fragmento de ADN particular, partiendo de un minimo; en teoria basta
partir de una unica copia de ese fragmento original o molde para
obtener muchas de copias de ADN in vitro.

La PCR consiste en una serie de cambios repetidos de temperatura
llamados ciclos, por lo general el nimero de ciclos es de 20 a 35,
cada ciclo consiste en tres cambios de temperatura. Las temperaturas
usadas y el tiempo aplicado en cada ciclo, dependen de algunos
paradmetros en los que se incluye, la enzima usada para la sintesis de
ADN, la concentracién de iones divalentes y dNTPs en la reaccion asi
como la temperatura de union de los iniciadores.

Permite que un solo patégeno pueda ser detectado con suficiente
sensibilidad para un buen diagnéstico clinico. Sin embargo la
sensibilidad analitica de los distintos primers dependera que tan
especificos son para G. lamblia, pudiendo por lo general detectar de 1
a 10 quistes por mezcla de reaccion.

Las pruebas de PCR presentan una alta fiabilidad, detectando el gen
blanco que es amplificado, o que permite no tener falsos positivos
pero esto depende de la calidad y la confeccion de los primers a
utilizar. *©)

2.2.15 CICLOS DE AMPLIFICACION:

La Reaccion en Cadena de Polimerasa, es un meétodo utilizado
mayormente para la genotipificacion de aislados del parasito que
permite la deteccién especifica de DNA de Giardia lamblia en
muestras de heces y comparar los resultados con técnicas de
microscopia convencionales y de deteccion de antigenos,
determinando que la PCR es mas sensible y especifica.

2.2.15.1 CICLOS:

= Desnaturalizacion: Se desnaturaliza el ADN (se separan las dos
cadenas de las cuales esta constituido). Este paso puede realizarse
de diferentes modos, siendo el calentamiento (94-95 °C) por 1 minuto
la forma mas habitual.
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= Alineamiento o unién del cebador: A continuacién se producira
la hibridacion del cebador, es decir, el cebador se unira a su
secuencia complementaria en el ADN molde. Para ello es necesario
bajar la temperatura a 40-68 °C durante 20-45 segundos (segun el
caso), permitiendo asi el alineamiento.

= Extensién o elongacion de la cadena: Actlua la ADN polimerasa,
tomando el ADN molde para sintetizar la cadena complementaria y
partiendo del cebador como soporte inicial necesario para la sintesis
de nuevo ADN con una extension final de 72°C por 7 minutos.

2.2.16 PRECAUCIONES REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA:

Este es un aspecto muy importante a tener en cuenta cuando se
trabaja con esta técnica, que al ser muy sensible, es de gran
importancia evitar contaminaciones, ya que es posible que el ADN no
deseado (aunque se encuentre en una cantidad muy pequefia) se
amplifique y obtengamos un resultado que no es real, por lo que una
de sus mayores ventajas, se convierte a la vez en el principal
inconveniente. Existen una serie de normas que ayudan a evitar las
contaminaciones y la aparicion de falsos positivos: Lugar fisico e
instrumental exclusivo para la realizacion del ensayo, utilizacion de
reactivos y tubos estériles, asi como puntas para micro pipetas, uso
de guantes de latex nitrilo, colocar controles de agua, ademas de
colocar muestras negativas conocidas. Para evitar la aparicion de
resultados falsos positivos o0 falsos negativos, producidos
generalmente por errores al pipetaer y/o presencia de inhibidores, se
recomienda emplear controles internos que compiten con la muestra
problema controles de blanco se aflade agua en lugar de ADN.*®)

2.2.17 ELECTROFORESIS Y AMPLIFICACION DE LA PRUEBA DE PCR:

La electroforesis en gel de agarosa, es un método que se emplea
para separar macromoléculas en funcion del tamafo, la carga
eléctrica y otras propiedades fisicas, describe la migracién de las
particulas cargadas bajo la influencia de un campo eléctrico.

Es un método normalizado que se utiliza para separar, identificar y
purificar fragmentos de ADN, se trata de una técnica sencilla y rapida
gue permite diferenciar fragmentos de ADN que no pueden separarse
adecuadamente con otros procedimientos. Por otra parte, el ADN
puede localizarse en el gel de agarosa tiiendo con una concentracion
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baja de bromuro de etidio, que es un agente intercalante fluorescente
que se utiliza como colorante. "

2.3 DEFINICIONES DE TERMINOS BASICOS:

2.3.1 PCR: La técnica se basa en la replicacion del ADN en los
organismos eucariotas realizada por la ADN polimerasa. Estas
enzimas realizan la sintesis de una cadena complementaria de ADN
en sentido 5°- 3'usando un molde de cadena sencilla pero a partir de
una regién de doble cadena. ®

2.3.2 ADN: Acido desoxirribonucleico, en el ADN hay cuatro
nucledtidos o bases: adenina (A), citosina (C), guanina (G) y timina
(T). Estas bases forman pares especificos (A con Ty G con C) la
unién de estos pares de bases forman la estructura del ADN. ®®

2.3.3 PRIMERS: Para crear estas regiones de doble cadena, se
utilizan los denominados iniciadores (cebadores). Estos son una
pareja de oligonucleétidos disefiados de tal manera que sean
complementarios a cada uno de los extremos del fragmento de ADN
que se quiere amplificar. ®

2.3.4 DESOXINUCLEOTIDOS TRIFOSFATO: Los dNTPs es el
sustrato para polimerizar nuevo ADN, deben ser afadidos en la
reaccion en iguales concentraciones, puesto que los mismos pueden
captar iones Mg Por lo general la concentracién final mas utilizada
de dNTPs en un volumen de reaccién de 50 pl es de 0.2 mM. 9

2.3.5 PAR DE BASES: Moléculas que se llaman nucleétidos, en
hebras opuestas de la doble hélice del ADN, que forman enlaces
guimicos entre si que funcionan como escalones en una escalera y
ayudan a unir las dos hebras del ADN. ®®

2.3.6 CONCENTRACION DE CLORURO DE MAGNESIO: lones
divalentes, se suele usar magnesio (Mg®") agregado comlnmente
como cloruro de magnesio (MgCl,). Actia como cofactores de la
polimerasa, la concentracién de magnesio es un factor crucial que
afecta el funcionamiento de la enzima Taq ADN polimerasa. °

2.3.7 TERMOCICLADOR: Es un aparato que permite calentar y
enfriar los tubos o capilares de reaccion para controlar la temperatura
necesaria para cada etapa de la reaccion, permite realizar los ciclos
de temperaturas usado en Biologia Molecular.
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2.3.8 CICLOS: Alternados de temperaturas altas y bajas, que
permiten separar las hebras de ADN formadas entre si tras cada fase
de replicacion y la unidbn nuevamente de estas hebras con la
polimerasa para que vuelvan a duplicarse. ©)

2.3.9 GELES DE AGAROSA: Permiten una electroforesis répida,
pero con una resolucion limitada por cuanto las bandas que se forman
en los geles ya que tienen tendencia a ser difusas y a esparcirse, ello
obedece al tamafio de los poros y a veces no puede controlarse. Los
geles se obtienen por suspension de agarosa seca en polvo en un
tampdn acuoso, tras lo cual se hace hervir la mezcla hasta que la
agarosa se funde y se convierte en una solucién transparente. ”

2.3.10 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA: Es el método
mas empleado para separar, identificar y purificar fragmentos de ADN
y ARN. Por otra parte, el ADN puede localizarse en el gel de agarosa
tifiendo con una concentracién baja de bromuro de etidio. "

2.3.11 BROMURO DE ETIDIO: ElI (BrEt) es el colorante mas
utilizado para la visualizaciéon del ADN, es un agente quimico muy
usado en técnicas de biologia molecular para tefiir geles de agarosa y
poder apreciar bandas de ADN; ya sean de los productos de
extraccion de ADN 6 de PCR. 7

2.3.12 TRANSILUMINADOR: Es un equipo necesario que usa luz
UV con diferentes longitudes de onda como recurso para observar,
analizar y tomar fotografias de proteinas, aminoacidos, péptidos,
acidos nucleicos (ADN) en geles de agarosa con colorantes como el
bromuro de etidio. "
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CAPITULO IlI

METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 Tipo de investigacion:
3.1.1 Método:

- Deductivo. Se partird de informacion de antecedentes,
articulos cientificos, informacion general establecida procedente de
normas, técnicas; para obtener conclusiones finales.

3.1.2 Técnica:

- Descriptivo. Se describe detalladamente lo realizado
durante el desarrollo de la investigacion.

- Correlacional. Porque los resultados de las muestras de los
pacientes a los cuales se les extrajo el ADN no se conocen Si
efectivamente eran positivos a Giardia lamblia.

- Observacional. Son estudios de observacién cualitativa y
cuantitativa, en la que se puede observar cualquier cosa que pueda
ser medida, como cambios de tamafo, color o cantidad.

3.1.3 Disefo:

- No experimental. Debido a que no se altera las variables solo
identifica Giardia lamblia en heces.

3.2 Poblacion y Muestreo de la Investigacion:
3.2.1 Poblacion:

- Muestras fecales de niflos de 3 a 5 afios positivas a Giardia
lamblia, que fueron diagnosticadas por microscopia Optica por la
Técnica de Ritchie (centrifugacion con formol-éter) del Hospital
Cayetano Heredia.
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3.2.2 Muestra:

N = 30 muestras de heces.

Formula de la muestra:

n= t?xp(1-p) / m?

i
S

Donde:
n = tamafio de la muestra.

t = valor estandar 1.96

p = Prevalencia estimada de Giardia lamblia 0.02% o 2%.
m = error (valor estandar 0.05)

Reemplazando valores:

n= (1.96)%x 0.02 (1- 0.02) / (0.05)

n= 0.07526/ 0.0025

n= 30

3.3 Variables e indicadores:

VARIABLE INDICADORES

VARIABLE Y1: Concentracion minima de
INDEPENDIENTE (Y) deteccion.

Y: Presencia de Giardia

lamblia. Y2: Disefio de los primers.

VARIABLE X1: La sensibilidad de determinacion
DEPENDIENTE (X) por la técnica de PCR para Giardia

lamblia seria de un 80 %.
X: Técnica de la reaccion
en cadena de la
polimerasa. X2: La especificidad de determinacion
por la técnica de PCR para Giardia
lamblia seria de un 100%.
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3.4 Técnica e instrumentos de Recoleccién de Datos:
3.4.1 Técnica:
3.4.1.1 PCR convencional:

La PCR es una técnica de gran sensibilidad, es decir, necesita una
minima cantidad de ADN para obtener un gran nimero de copias.
Ademds, puede ser muy propensa a errores si se lleva a cabo en
condiciones inadecuadas de esterilidad, que conduzcan a la
amplificacion de ADN no correspondiente a la muestra a analizar , los
productos se mantuvieron a - 20°C hasta el momento de la
visualizacion mediante electroforesis en gel de agarosa.

La amplificacion se llevéo a cabo en un Termociclador LightCycler,
(Roche) Rodenstock con la utilizacion de tubos capilar de PCR de
0.2 yL que permite alcanzar las temperaturas rapidamente en el
interior del termociclador.

Las condiciones de reaccion se optimizaron mediante la combinacion
de un Primer forward y un Primer reverse especifico para segmentos
del genoma de Giardia. Para ello se hizo un Master Mix que es una
solucion lista para su uso premezclada que contiene 0.05 U/uL Taq
DNA polimerase, reaction buffer, 4mM MgCI2, 0.4 mM of each dNTP
(dATP, dCTP, dGTP and dTTP) y tampones de reaccion a
concentraciones Optimas para la amplificacion eficiente de plantillas
de ADN por PCR.

Las condiciones de la PCR fueron: Una denaturacion (94°C por 1
minuto), hibridacion (60°C por 1 minuto) y extension (72°C por 1
minuto); seguido de 35 ciclos y una extension final de 72°C por 7
minutos para permitir que todos los segmentos especificos de ADN
terminen de amplificarse. Al término de la reacciéon de amplificacion,
los productos se mantuvieron a -20°C hasta el momento de la
visualizacion mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

3.4.1.2 Estandarizacion de la Técnica de PCR:
A fin de determinar la concentracién Optima de reactivos para la

obtencion de una amplificacién adecuada de 334 bp para el gen que
codifica para la beta giardina.
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3.4.1.3 Electroforesis de los productos de amplificacion de PCR:

Los productos de la reaccion de la prueba de PCR se sometieron a
electroforesis en una cadmara electroforética horizontal horizontal BIO
RAD. Sub — Cell GT. (Camara 03) haciendo uso de un gel de agarosa
al 1.5 %. Se aplic6 un voltaje de 110 V por 30 minutos.

Al término de la corrida electroforética cada gel fue tefiido con
bromuro de etidio y se expuso a rayos UV (transiluminador) para la
visualizacion final de los productos de amplificacion de la PCR,
mediante una camara electroforetica. Para el céalculo de los pesos
moleculares de los productos de amplificacion, se utilizé6 un marcador
de peso molecular de 334 bp.

3.4.1.4 Disefio de cebadores especificos:

Los cebadores se disefia basandose en secuencias complementarias

deben tener un tamafio entre los 18 y 30 pb. Composicion de bases:
el contenido promedio (G+C) en el rango 50-60%; evitar regiones
ricas en secuencias (A+T) y (G+C). Optimizar el emparejamiento de
bases es importante para que la estabilidad del extremo 5'sea alta y
la de 3" sea baja para evitar “falsa” hibridacion. La Tm de los primers
no deben diferenciarse mas de 2 — 3 °C entre si, como también
minimizar la posibilidad de formacién de estructuras secundarias:
Horquillas y dimeros.

3.4.1.5 Instrumentos:

e Puntas de pipetas estériles desechables.
¢ VVaso beaker.

e Guantes descartables.

e Micro pipeta.

e Tubos (columnas).

e Tubos descartadores.

e Micro tubos de PCR de 0.2 ml.

e Gradilla.
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Equipos:

e Equipo para bafio maria.
e Centrifuga.

e Agitador vortex.

e Fuente de poder.

e Camara de Electroforesis.
e Transiluminador.

e Termociclador.

¢ Refrigeradora.

e Camara digital.

e Nano Drop.

Reactivos:

¢ Kit Gene JET Genomic DNA Purification.
eLys Solution 24 ml.

eElution Buffer 30 ml.

eWash Buffer | 10 ml.

e\Wash Buffer 11 10 ml.

eDigestion Solution 11ml.

eRNase A Sol 10 mg/ ml.

eProteinase K Solution 1.2 ml.

oCSL- Runsafe- Pack ager 1 ml/vial.

ePrimer Pair (with probe purchase) Salt-Free (up to 30 bases each)
Salt- Free 50 nmol 20-40 nmol.

ePrimer Forward.
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ePrimer Reverse.

eBeta-giardina-1F: ° 4 AGATGATCAAGGACGCCATC®
eBeta-giardina-1R: >y GTGCTTTGTGACCATCGAGA®

¢10 X TBE Buffer (Tris- borate-EDTA) 1L.

eRNase AND ase and protease-free (10 mg/ ml) 10 mg.
eGene Ruler 100 bp DNA Ladder 50 ug.

¢PCR Master Mix (2X) 200 rxns.

eWater Molecular biology grade.

eLE Agarose. Multi-Purpose A garose.

eProteinase K (recombinant) PCR grade 1 ml.

eThermo Scientif Gene Ruler 100 pb Ladder.

3.5. DESARROLLO:

a) Tipo de muestra: Para este estudio la muestra fue de tipo no
probabilistico intencionado para una poblacion finita de 30 muestras
fecales humanas (nifios edades de 3 a 5 afios de ambos sexos) que
se recolectaron del Hospital Cayetano Heredia, mediante preservante
PVA. Las muestras fecales recolectadas se almacenaron a - 20°C,
como maximo 15 dias.

b) Tamafo de la Muestra: Se obtuvieron 15 muestras fecales
positivas a G. lamblia y 15 muestras positivas a otras parasitosis o
gue no presentaron ningun parasito.

c) Examen parasitolégico de las muestras fecales: Método de
Ritchie, es un método que consiste en la sedimentacién de parasitos
intestinales en heces se logra por centrifugacion y flotacion (mixto,
con fijador). Se basa en la concentracion de los quistes y huevos por
sedimentacion mediante la centrifugacion, con la ayuda de formol y
éter para separar y visualizar los elementos parasitarios.

Conduciendo a la recuperacién de todos los protozoarios. Concentra
bien estas formas y elimina bastantes detritus organicos. Aunque se
inactivan las formas moviles de los protozoarios, se mantiene la
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integridad de los organismos. Es efectivo aun en heces con
cantidades excesivas de grasas.

Sin embargo, durante la sedimentacion, aparte de concentrarse los
parasitos, se quedan reunidos también algunos otros artefactos
durante la observacion.

Instrumentos:

e Gradilla de tubos de ensayo.
e Tubos de ensayo 13 x 100.
e Lamina portaobjetos.

e Laminillas cubreobjetos.

e Hisopos.
e Solucion de formol 10%.
e Eter.

e Formalina.

e Sedimento.

e Solucion fisiologica.

e Eter etilico.

e Lugol.

e Bajalengua o bagueta.
e Microscopio binocular.

Desarrollo:

- Colocar en el tubo de ensayo 1 a 2 g de muestra de heces,
agregar 8 mL de solucién fisiol6gica, homogeneizar y centrifugar a
2 000 rpm por 2 a 3 minutos.

- Descartar el sobrenadante y repetir varias veces el paso anterior
hasta que se observe el sobrenadante limpio.

- Decantar el sobrenadante, agregar al sedimento 6 mL de solucion
de formol al 10%, homogeneizar y dejar reposar 5 minutos, luego
de los cuales se agrega 3 mL de éter.

- Taponar el tubo y agitar cuidadosamente para evitar la salida del
material.

- Eliminar las capas formadas de sobrenadante, de ser necesario,
con ayuda de un hisopo.

- Retirar la tapa, centrifugar el tubo de 2 000 a 3 000 rpm por 3
minutos.
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- Depositar una gota de lugol en la lamina portaobjeto, y con ayuda
de una pipeta Pasteur, tomar una porcién del sedimento para
mezclarlo con la solucién de lugol.

- Cubrir con una laminilla cubreobjetos y observar al microscopio.

T} Eter {
K .-
L 58 = Devits L A
.-
O
= Formakna .‘/
V¥ 3= Sedimento
A J

Observacién: Se pueden observan quistes, ooquistes, trofozoitos.

3.5.1 Extraccion de ADN gendémico de muestras: Para la
extraccion de ADN de G.lamblia conservados en un fijador PVA, se
utilizé el kit de Gene JET Genomic DNA Purification.

El ADN extraido y purificado se almaceno a -20°C hasta el momento
de su uso con el PCR.

Procedimiento:

1. Se agregd 20 mg de heces a los tubos Eppendorf: 13 muestras
positivas, 15 muestras negativas y 2 controles positivos de un Pool de
parasitos.

2. Se adiciono 180 uL de Digestion Solution, a cada muestra.
3. Se agreg6 20 uL de Proteinasa K solution.

4. Luego se llevo al Agitador vortex las 30 muestras. Se agito por 1
minuto cada uno de los tubos con las muestras.

5. Se llevé las muestras al Equipo para Bafio Maria por el lapso de 1
hora a 56 °C.
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6. Se agregd 20 uL de RNase y se agito en el vortex por 10 minutos
los tubos.

7. Se agreg6 200 uL de Lys Solution luego se coloco los tubos en el
vortex por 5 minutos.

8. Luego se agrega etanol puro, a los pomos de los reactivos. Wash
Buffer | y Wash Buffer Il. Se trasfiere a los Tubos Columnas el
preparado de las muestras luego de haber  pasado los pasos del 2
al 7.

9. Centrifugar las columnas conteniendo las muestras de heces, a 13
000 rpm por 1 min, descartar todo el sobrenadante sin tocar el
sedimento de ADN. Colectar con cuidado el sobrenadante (aprox. 150
— 200 pL), transferirlo en tubos descartadores, a un vaso beaker para
su desecho.

10. Luego agregar un volumen igual de Wash Buffer I. Centrifugar las
columnas a 13 000 rpm por 1 min, descartar todo el sobrenadante.

11. Se agrega 200 pyL de Wash Buffer Il, lavar el sedimento, por 3
minutos a 13 000 rpm en la centrifuga.

12. Adicionar 200 yL de Elution Buffer, centrifugar a 13 000 rpm por 5
min.

13. Colectar la fase liquido con cuidado (parte inferior) y transferirla a
un micro tubo de PCR de 0.2 ml las 30 muestras tanto positivas y
negativas a Giardia lamblia.

14. La solucion de (ADN) extraido a las 30 muestras 25 L, guardar a
-20°C hasta el momento de su uso para el PCR.

FIGURA N° 2 Recoleccion, manejo y conservacion de muestras de
heces.

Se uso6 de conservador

i \‘ i el fijador de
(= P alcohol

&—‘_J polivinilico
e e

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion
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FIGURA N° 3 Procedimiento de extraccion de ADN de muestras de
heces.

Preparacién
de las
muestras
con ayuda

de micro

pipetas

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion.

FIGURA N° 4 Uso del Kit Gene JET Genomic DNA Purification.

Vortex

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion.
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FIGURA N° 5 Conveccién térmica por medio de Bafio Maria.

Baiio Maria
a56°c

Centrifugadora a
13 000 rpm

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion.

FIGURA N° 6 Obtencién del ADN en muestras de heces.

n= 30 muestras en
tubos de Eppendorf

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion.
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3.5.2 Preparacion del gel agarosa para electroforesis:

La agarosa es un polisacarido formado por galactosas alfa y beta que
se extrae de las algas de los géneros Gellidium y Gracillaria, que
permitan separar moléculas de ADN mediante electroforesis.

Para la preparacion de un gel de agarosa se precisan en los
siguientes pasos:

1.

2.

La agarosa en polvo se pesa 1.6 gr.

Medir en una probeta 72 ml de agua destilada mas 8 ml de Buffer
TBE, en un matraz.

. Llevar a fuente de calor cocinilla hasta que no se forme burbujas.
. Colocar 6 ul de bromuro de etidio al gel de agarosa.
. Vaciar en una cubeta o molde hasta solidificar y colocar el peine.

. El gel de agarosa con su pocillo una vez cargadas las muestras en

el orden establecido, se coloc6 en una solucién amortiguadora TBE
con pH de 8.3.

Se coloca la cubierta de la cubeta de electroforesis en los
terminales de los electrodos. Se inserta la clavija del cable negro
en la entrada de color negro (polo negativo) y la clavija del cable
rojo en la entrada de color rojo (polo positivo), de la fuente de
alimentacion.

. Se conecta la fuente a la red y se genera una corriente eléctrica

. Se confirma su funcionamiento con la visualizacion de las burbujas

gue se generan en el catodo. Como la visualizacion mediante el
transiluminador fotografiar las imagenes.
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FIGURA N° 7 Preparacion del gel agarosa al 1.5 %.

Se agrego 6 ul

de bromuro de etidio.

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion

3.5.3 Protocolo de la Técnica PCR:

Procedimiento:

Colocar en la cabina de flujo laminar, los reactivos en hielo,
necesarios para la realizar la PCR: Agua molecular, 0.05 U/uL
Taqg DNA polimerase, reaction buffer, 4mM MgCI2, 0.4 mM of each
dNTP, iniciadores Forward y Reverse del gen que se quiere
detectar, secuencia de ADN blanco o diana, de manera que haya
la cantidad necesaria de pL por muestra, tanto para el control
positivo y el control negativo y se coloca en los capilares. Colocar
los capilares en el termociclador y programar los ciclos adecuados
para el gen que se quiere detectar. Realizar una electroforesis en
gel de agarosa al 1.5%, cargando en cada pocillo del gel 25 pL de
la muestra obtenida de la reaccion de amplificacion.
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Una vez cargadas las muestras en el marcador, poner el voltaje a
110 V, adecuado para que se produzca la migracion. Tefir los
geles de agarosa con 10 uL de bromuro de etidio vy visualizar el
ADN en el transiluminador UV. Se considerara un resultado

positivo si en las muestras problema aparecen bandas.

Mezcla utilizada en la reaccion de PCR para amplificar:

PCR Master Mix (2x) 1X 10X
Buffer 12.5 uL 125 ulL
Forward primer 5.5 uL 55 uL
Reverse primer 2 uL 20 yL
H20 2 uL 20 uL
ADN molde 3 uL

PASOS TEMPERATU TIEMPO NUMERO DE
RA °C CICLOS
Denaturacion 94 °C 1-3 min
Hibridacion 60 °C 1 min 35
Extension 72 °C 1 min
Extension 72 °C 5 -15 min 1
final
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FIGURA N° 8 Preparacion del Master Mix (2X)

Primers

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion

€]

FIGURA N° 9 Amplificacion en el termociclador LightCycler
Software 4.1

Termociclador

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion
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FIGURA N° 10 Electroforesis y visualizacion en el transiluminador.

—_ Transiluminador

Cdmara electroforética

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion

3.5.4 Metodologia por Observacion Cualitativa:
Para determinar cantidad de la concentracion de ADN.

a. Alicuotar las muestras y correr el gel de agarosa al 1.5%, al voltaje
predeterminado (a 110 voltios) en la cAmara electroforética. Vaciar en
una cubeta o molde hasta solidificar el gel, agregar 8 pl de bromuro
de etidio y colocar el peine hasta que solidifique.

b. Sembrar en cada pocillo 5 yl de ADN extraido, mas 3 pl de 6X DNA
Loading Dye mas agua molecular.

c. El gel final se puede fotografiar y guardar la imagen.

FIGURA N° 11 Cuantificacion de ADN por medio de corrida
electroforética

Total Concentraciones usadas para la
comda electroforéfica
de pl
M1 | 4ax M2 ax | M3 | ax
ADN de las muestras 2pl 3 pl 4l
Agua molecular 10 | 184 | 3.8 | 15.2| 3.0 |12
Gx DNA Loading Dye 1.5 pl 2.5 pl 3.5

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion.
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3.5.5 Extraccion del ADN por Shock Térmico:

La técnica de la PCR es un ensayo enzimatico en el cual, la enzima Taq
DNA Polimerasa puede ser inhibida ya sea por una excesiva cantidad de
ADN (en muestras muy concentradas es bueno realizar dilucién previa para
un maximo de 50 o 60 ng/ul 0 menos); la enzima también es inhibida por
una serie de inhibidores presentes en las heces, por ejemplo compuestos
fendlicos presentes en los vegetales y mioglobina proveniente de la carne.
Para ello, es bueno adicionar BSA (albumina sérica bovina) al agua PCR
para una concentracion de 400 ng /ul. EI BSA interactda con los inhibidores,
ayudando a la enzima polimerasa para que amplifique bien al ADN.

El ADN extraido y purificado se almacené a -20°C hasta el momento de su
uso con el PCR como plantilla.

Procedimiento:

= Se agregd 20 mg de heces a 16 tubos Eppendorf 1.5 ml; de
muestra positiva de Giardia lamblia de tres cruces en las
Columnas.

= Se hace una sedimentacion rapida de las heces, diluyendo 1
volumen de heces + 20 volumenes de solucion salina y
luego centrifugar a 2,000 rpm x 5 minutos, para eliminar las
bacterias de la flora. Realizar este lavado por lo menos unas 3
veces. Trabajar con el sedimento resuspendiendolo Vol: vol en
una solucion buffer de lisis (TrisHCI 0.05M, EDTA 0.01M, SDS al
2%0 triton x-100 al 2%).

» Realizar por lo menos 3 ciclos de Shock Térmico (5 minutos a
90°C en Bafio Maria y luego congelarlos por 5 minutos a -20°C y
asi se repitié los pasos 3 veces).

= Este procedimiento es importante para ablandar o destruir la pared
quistica del parasito o para lisas los trofozoitos que puedan estar
contenidas en la muestra fecal.

= Se us6 un Buffer lisis: Adicionar 180 uL de Digestion Solution, a
cada muestra de los 16 tubos.

= Se agrego 30 uL de Proteinasa K solution.

= Luego se llevo al Agitador vortex las 16 muestras. Se agito por 1
minuto cada una.

= Se llevé las muestras al Equipo para bafio maria por el lapso de 1
hora a 56 °C.

= Se agrega 300 pL de Lys Solution. Se agita en el agitador vortex
por 15 minutos.
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= Centrifugar las columnas conteniendo las muestras de heces, a
20 000 rpm, descartar todo el sobrenadante sin tocar el sedimento
de ADN.

= Colectar con cuidado el sobrenadante (aprox. 150 — 200 uL),
transferirlo en tubos descartadores, a un vaso beaker.

» Luego agregar un volumen de 600 uL igual de Wash Buffer I.
Centrifugar las columnas a 14 000 rpm por 1 min, descartar todo el
sobrenadante.

= Se agrega 200 pyL de Wash Buffer Il, lavar el sedimento, por 3
minutos a 14 000 rpm en la centrifuga.

= Adicionar 120 yL de Elution Buffer, centrifugar a 14 000 rpm por 5
min.

= Colectar la fase liquido con cuidado (parte inferior) y transferirla a
un micro tubo de PCR de 0.2 ml.

= Guardar a -20°C hasta el momento de su uso para el PCR.

FIGURA N° 12 Procedimiento para extraccion de ADN mediante
Shock térmico.

ADN

Sembrado para la visualizacion en gel
de agarosa al 1.5%

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion
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CAPITULO IV
PRESENTACION, ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
4.1 RESULTADOS

El manejo de la base de datos y andlisis estadisticos fueron
realizados utilizando Microsoft Excel ®.

Tabla N°1 Resultados positivos y negativos de otros parasitos

encontrados.
Giardia lamblia +
Total Positivo Negativo
(n=8) (n=22)
Ascaris lumbricoides 6 1 5
Entamoeba histolytica 10 2 8
Giardia lamblia 30 8 22

+ Examen coprolégico.

25
20
15
10
5
0
Ascaris lumbricoides Entamoeba Giardia lamblia
histolytica
M Positivo M Negativo

Fuente: Datos obtenidos del trabajo de investigacion. Elaboracion
propia

Interpretacion y resultados.- Relacion entre el nimero de infectados
con genotipo B con y sin sintomatologia en relacion al grupo etario (n=
30). Grupo: nifios de 5 afos.
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Tabla N°2 Sensibilidad y Especificidad por técnica cualitativa para
identificar G.lamblia.

Giardia lamblia
TECNICA
CUALITATIVA Positivo Negativo Total
Positivo 3 14 17
Negativo 1 12 13
Total 4 26 30

. Positivos detectados por Técnica cualitativa 3
Sensibilidad = — = -=0.75
Total de positivos 4

o Negativos detectados por Técnica cualitativa 12
Especificidad = - = —=0.46
Total de negativos 26

120%
100%
80%
60%
40%
20%
0%

75%

Sensibilidad Especificidad

Fuente: Datos obtenidos del trabajo de investigacion. Elaboracion
propia

Interpretacién y resultados.- Segun los célculos estadisticos la
sensibilidad de la técnica reporta mayor sensibilidad que
especificidad. La sensibilidad obtenida se refiere a la cantidad minima
de ADN necesaria para que se produzca la amplificacion, es decir,
para obtener una banda. Se relaciona con los falsos negativos, ya que
puede que una muestra sea positiva pero sea dada como negativa
porque no se ha amplificado por no tener suficiente cantidad de ADN.
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Tabla N°3 Sensibilidad y Especificidad por la Técnica de PCR para
identificar G.lamblia.

Giardia lamblia
PCR Positivo Negativo Total
Positivo 0 13 13
Negativo 2 15 17
Total 2 28 30

Fuente: Datos obtenidos del trabajo de investigacion. Elaboracion
propia

Interpretacién y resultados.- Se dio una inhibicion de la PCR por
agentes que interfirieron en el correcto transcurso de la amplificacion.
Tomando en cuenta aspectos como la contaminacion y algun fallo en
la hibridacién de los primers, pudo haber otras complejidades que
afectaron a llegar a resultados finales.

FIGURA N°13 Visualizacién con microscopio utilizando aumentos de
40x y 100 x.

Giardia lambia 40X

Quistes y trofozoitos de Giardia lamblia. Se presentan muestras positivas diferentes que
proceden del método de concentracién y microscopia. En circulos rojos se sefialan algunos.

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion.
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FIGURA N°14 Resultados de la amplificacién por PCR en gel de
agarosa del 2 %.

Dando como resultado ausencia de bandas.

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion.

FIGURA N°15 Resultados por la Técnica Cualitativa de ADN
mediante electroforesis en gel de agarosa del 1.5 %.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Dando como resultado presencia de ADN se formaron 3 bandas.
Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion.
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1 2 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14

Dando como resultado presencia de ADN se formaron 2 bandas.

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion.

FIGURA N°16 Resultados por la observacion Técnica Cualitativa
de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa del 1.5 % de la
plantilla de la extraccion por Shock térmico.

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Dando como resultado presencia de ADN se formaron 7 bandas.

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion
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FIGURA N°17 Lectura del ADN en el Equipo Nano Drop 2000c en el
INS.

T T IECTEOS G - Micosor e = v -
Inicio | Insertar  Disefio de pagina Formulas Datos Revisar  Vista & e o @
= X . e =_ = Y R ESE X Autesuma v
Arial T AN = ¥ Sikjustartexto General A ﬁ - | |
'j 3~ o E] = g d 9( B 8] Rellenar - [ﬁ
Pegar N X S§-~ ) -A-|E== H Combi ttrar * vy «0 00 Formato  Darformato Estilosde  Insertar Eliminar Formato Ordenar  Buscary
. J = - - - T T @ ombinary centiar % M| % 0 condicional * como tabla~ celda ™ - - - 2 Bomar * yfiltrar = seleccionar
Portapap... Fuente ] Alineacion 1] Nimero & Estilos Celdas Modificar
\ M3 - £
A B C D E F G H | J K L M N!
1 _N° Muestra | Sample ID | Nucleic Acid | Unit | A260(Abs) | A280(Abs) | 260/280 | 2601230 | Sample Type | Factor |
2 8 Blanco Buffer de elusidn -01 ng/l -0.001 0.004 027 -0.09 DNA 50
3 k] 2 GIARDIA + 173 ng/pl 2345 2049 114 04 DNA 50
4 19 3 GIARDIA + 2097 ng/pl 4195 4633 09 03 DNA 50
5 15 4 GIARDIA + 534 ng/l 1.068 0.953 112 0.33 DNA 50
6 10 5 GIARDIA + 54.1 ng/pl 1.081 0931 116 035 DNA 50
i 1 6 GIARDIA + 1307 ng/pl 2614 1.994 13 039 ONA 50
8 12 T GIARDIA + 1721 ng/pl 3454 2491 139 05 DNA 50
9 14 8 GIARDIA + KEX: ng/pl 0715 0574 125 (] DNA 50
10 16 9 GIARDIA + 1929 ng/pl 3858 68418 046 0.38 DNA 50
il 17 10 GIARDIA + 32 ng/pl 0.745 0618 12 037 DNA 50
12 18 11 GIARDIA + "7 ng/l 2354 2.068 114 0.36 DNA 50
13
4
15
16
17
18
19

Los andlisis estadisticos fueron realizados utilizando Microsoft Excel ®.

Determinacién de la concentracion de acidos nucleicos, dando como
resultado presencia de ADN en las muestras.

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion.
56




DISCUSION

Segun Eleuterio Jacinto, Edwin Aponte, Victor Arrunategui-Correa
(2012). “Prevalencia de parasitos intestinales en nifhos de
diferentes niveles de educacién del distrito de San Marcos,
Ancash, Peru” concluye que la prevalencia de parasitosis intestinal
en estudiantes del Distrito de San Marcos, en el departamento de
Ancash, Perd, mediante examen directo se encontrd6 uno o mas
parasitos intestinales en 65,0% de los estudiantes. Predominando los
protozoarios sobre los helmintos. Los enteroparasitos patégenos
encontrados segun su frecuencia fueron: Giardia lamblia 23,7%,
Ascaris lumbricoides 16,9% e Hymenolepis nana 9,6%. La frecuencia
del enteroparasitos no patdégeno Entamoeba coli fue 31,8%.
Conclusiones: Existe un alto indice de parasitismo en la poblacion
rural de la sierra de Ancash, lo que estaria en relacién con las
deficientes condiciones de saneamiento ambiental.

Segun lo que se aplico en el presente trabajo; se hizo mediante
examen coproparasitario; método de concentracion por sedimentacion
Ritchie. Encontrandose Ascaris lumbricoides, Entamoeba histolytica y
en mayor porcentaje Giardia lamblia, muestras que se usaron para la
extraccion de ADN. Entre las alternativas diagnosticas y estudio
parasitologico de muestras fecales, hay un conjunto de Técnicas
Complementarias, que permiten demostrar la presencia de diferentes
formas evolutivas de los enteroparasitos: Trofozoitos, quistes,
ooquistes, larvas etc. Se sefala también la técnica basada en los
principios de la biologia molecular que, busca brindar apoyo en la
obtencion de resultados, acortando tiempos de entrega de los
mismos, donde es importante mencionar que a pesar de estas
ventajas también tienen sus desventajas, dichos métodos no
sustituyen, sino que complementan los métodos de diagndstico
tradicional.

Segun Rojas Hinostroza Giancarlo (2014). En su trabajo de
investigaciéon “Evaluacion de tres primers para la deteccion
molecular de Giardia intestinalis en muestras fecales humanas”.
Concluye que el limite de deteccion para los primers evaluados
mostro que a mayor concentracion de quistes de G Intestinalis no se
observd banda, como es el caso de los primers de la beta-giardina
con una dilucion de 1/1024. Estos solo mostraron bandas a partir de
una concentracion de 87,3 ng/ ply 24,1 ng/ pl.
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Las muestras amplificadas para la betagiardina revelaron solo 13.3%
de positividad, esto tiene relacion con los estudios realizados por
Rochelle Paul y Col, quienes mostraron que la PCR puede identificar
entre 1 a 10 quistes para los genes de beta giardina, por ende seria
necesario realizar mayores diluciones para llegar a obtener mejores
resultados, lo que permitiria una mejor correlacion con otros estudios
descritos.

Segun los resultados obtenidos en el presente trabajo; en donde se
aplica para la deteccién, observacion microscépica como Gold
estandar, con el fin de identificar G.lamblia, mediante la extraccion del
ADN de este parasito protozoo, con un kit Gene Jet Genomic DNA
Purification y después de realizar el proceso por triplicado para
disminuir el porcentaje de error; hacer la amplificacion para luego por
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% y visualizacion de las bandas
mediante GeneRuler 100 bp DNA Ladder, no se obtuvieron los
resultados esperados al 100 % esto se concluyé debido a la gran
cantidad de inhibidores presentes en las muestras o también siendo
un factor las bajas concentraciones de ADN que se obtuvo de la
extraccion de ADN de las muestras o concentracién de los primers
utilizados en la preparacion del Master Mix. A concentraciones
menores de 40 ng/ ul la PCR puede verse inhibida, como también un
fallo en la hibridacion de los primers provocando dimeros o a la mala
fidelidad que pudo cometer la ADN polimerasa durante la
amplificacion en el termociclador ya que se hizo lectura del ADN en el
equipo Nano Drop demostrando que si habia ADN en las muestras.
No obstante el método de PCR si se llega a una buena
estandarizacion, seria de muy buena aplicacion en los laboratorios de
Parasitologia debido a su rapidez, repetitividad y analisis de muchas
muestras a la vez para la deteccion de este parasito Giardia lamblia,
contribuyendo a su prevencion y tratamiento.

Segln Edwin Cardona, Silvia Castafieda, Maria Elena Alvarez, Jorge
Enrigue Pérez, Fredy Arvey Rivera Paez, German Ariel Lépez
Gartner, (2013) “Comparacion de métodos convencionales y
moleculares para la detecciéon de giardia lamblia en heces
humana” Concluye que los protozoarios del género Giardia lamblia,
la deteccion del parasito, por métodos por concentracion y
microscopia convencional, presentan limitaciones por su baja
sensibilidad e especificidad en el diagnostico. En procura de mejorar
los métodos de diagndstico, las técnicas moleculares se perfilan como
una alternativa promisoria. Para la deteccién de Giardia lamblia en

heces se compararon tres métodos diferentes.
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Por observacion microscépica, analisis por inmunoensayo (ELISA
indirecto) y finalmente la amplificacion de dos secuencias génicas
nucleares por PCR. Se obtuvieron tres muestras positivas por
concentracién y microscopia convencional, dos por inmunoensayo y
26 por técnicas moleculares.

Segun los resultados obtenidos en el presente trabajo, en donde se
aplica para la deteccién, observacion microscoOpica, con el fin de
identificar G.lamblia, sugiriendo que las pruebas diagndsticas
rutinarias basadas en microscopia convencional e inmunoensayo,
para la deteccion de este parasito y que esta deficiencia puede ser
compensada por medio de la implementacion de métodos de
diagnéstico molecular basados en PCR, como una estrategia
complementaria de apoyo en el diagnéstico de este protozoo.

Adicionalmente, debe tenerse en cuenta que la efectividad de una
PCR es también resultado del trabajo con soluciones puras de acidos
nucleicos, con la extraccion de ADN por un kit y Extraccion de ADN
por Shock térmico que se aplico en el trabajo de investigacion, es
factible deducir que la sensibilidad y especificidad de la técnica puede
verse reducida y puede producir errores. Es por ello que se hizo una
observacion mediante técnica cualitativa para ver cuanta
concentracion, cantidad y calidad de ADN hubo en las muestras
positivas a G. lamblia mediante la corrida electroforetica en gel de
agarosa al 1.5% con un tiempo de 30 minutos en la camara
electroforetica y visualizacion mediante el transiluminador, por este
método la estimacién se realiza contrastando intensidades de luz
entre las muestras, los cuales se realiza visualmente; en los
resultados obtenidos se evidencia una sensibilidad de 75% y una
especificidad de 46%. Como también se realiz6 una cuantificacion de
las muestras, con la ayuda del Equipo Thermo Scientific Nano Drop
2000c dando los resultados de la lectura del ADN en ng/ul.

Segun Berta Alicia Borrego Ponce (2009) “Influencia de factores
ambientales y desnutricibn en parasitosis intestinales en
preescolares de centros municipales de bienestar infantil en
ciudad Juarez” Concluye que el propdsito fue evaluar la influencia de
diversos factores ambientales y la presencia de desnutricion, en la
ocurrencia de parasitosis en nifios adscritos a centros de bienestar
infantil (CBI) en Ciudad Juarez. Se realiz6 un estudio transversal,
prospectivo, observacional y analitico, en una muestra probabilistica
(n=53) de nifios <5 afios.
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Se calcularon los indicadores de peso (P/E) y talla para la edad (T/E)
e indice de masa corporal [peso (kg)/ Talla2 (m2)] para la edad
(IMC/E), segun la OMS. Se colectaron muestras de heces y se realizo
el andlisis parasitoldgico por técnicas de observacion directa, flotacion
y tincién comunes.

Los factores ambientales como la condicion de vivienda, servicios
publicos e higiene personal, asi como otros factores socios
demograficos y alimentarios fueron evaluados mediante un
cuestionario validado. Se encontré una prevalencia de parasitismo del
64%. Cryptosporidium parvum, Giardia lamblia, Cyclospora
cayetanensis y Ascaris lumbricoides estuvieron presentes en 79.4,
23.5, 14.7 y 2.9% de las muestras analizadas.

Segun los resultados obtenidos en el presente trabajo, se realizaron
analisis por la técnica convencional por observacion directa bajo el
microscopio utilizando el método de concentracion Ritchie
(centrifugacion con formol- éter) debido a su bajo costo. Sin embargo
la aplicacion de herramientas moleculares como es el que se aplico
PCR si bien son costosas, en varias partes del mundo se ha
incrementado estas técnicas con el fin de identificar Giardia en
humanos, en diversos animales y en muestras medioambientales, con
miras a prevenir su difusion mejorar el diagnostico para un tratamiento
adecuado y oportuno.

Dentro de los problemas de salud publica que el pais debe enfrentar
es el parasitismo intestinal, debido a la pobreza y el bajo nivel
educativo, en sectores poblacionales donde hay deficiencia de
saneamiento ambiental que permite la presencia y expansion del
parasitismo intestinal, siendo en el grupo etareo los de menor edad
mas comun.
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CONCLUSIONES

El empleo de método parasitolégico de concentracion como el método
de Ritchie (formol-éter/acetato de etilo), aumentan considerablemente
la sensibilidad del examen parasitologico. Se pudo demostrar que la
técnica del examen directo es de gran utilidad para la identificacion de
quistes de G.lamblia.

Siendo la Técnica mas utilizadas en los Laboratorios de
Parasitologia, para la identificacion o deteccion de parésitos por
concentracion la “microscopia”’. Los métodos moleculares de
amplificacion por Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) si
bien; es una técnica que permite llevar a cabo la sintesis in vitro de
fragmentos de ADN que produce multiples copias (amplificacion) de
un mismo fragmento de ADN, presentan algunas dificultades en la
identificacion de Giardia lamblia en muestra de materia fecal,
principalmente por la alta presencia de inhibidores de la PCR, la
degradacion del ADN por nucleasas o la baja concentracion de ADN
del parasito en la muestra; no deja de ser una técnica que en paises
extranjeros es muy utilizada .

Hay métodos convencionales como también moleculares en estas las
concentraciones adecuadas de ADN de las muestras y reactivos
utilizadas en el Master Mix son fundamentales, para que se refleje una
banda en el gel de agarosa que demuestra presencia del parasito,
mientras que las concentraciones muy bajas no permiten evidenciar
bien la presencia de este, pero diversos factores pueden alterar su
integridad, degradandolo en fragmentos cada vez mas pequefios.
Tener en cuenta cuando se trabaja con esta técnica que al ser muy
sensible, es de gran importancia evitar contaminaciones porque se
podria obtener falsos positivos.

La parasitosis intestinal entero patdgena, representa un importante
problema de salud publica y ambiental en los Paises en vias de
desarrollo ya que contribuyen a la morbilidad cuando estan asociados
a la mala nutricién y saneamiento ambiental.
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RECOMENDACIONES

No se recomienda almacenar las muestras de heces por largos
periodos de tiempo, debiéndose realizar el analisis de PCR o por
microscopia oOptica de inmediato. Esto permitiria evitar el deterioro del
material gendmico de G.lamblia y evitar falsos negativos y/o positivos.

Se recomienda realizar el procedimiento siempre por duplicado
triplicado para disminuir el porcentaje de error.

Es necesario realizar los controles respectivos durante cada
procedimiento. Los tubos Eppendorf y puntas desechables para micro
pipetas deben estar estériles para evitar contaminacion cruzada con
residuos de otro ADN.

De ser posible trabajar en una estacion de PCR o en una camara de
flujo laminar equipada con sistema de luz UV para evitar
contaminacion. Los tubos y puntas deben estar estériles para evitar
contaminacion cruzada con residuos de otro ADN y la degradacion
por parte de las DNAsas.

Trabajar con elementos de proteccion personal indumentaria; mandil
de laboratorio, gorro, guantes de nitrilo, mascarilla y lentes con
proteccion UV.

El bromuro de etidio es un reactivo mutagénico cancerigeno, por lo
gue se debera usar los guantes en todo momento y manejarlo con
cuidados extremos.

Si es posible contar con mas viabilidad de recursos y equipos para la
Técnica PCR convencional para continuar la investigacion hacerlo.
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FUENTES DE INTERNET:

= Ver en YouTube: http://www.youtube.com/watch?v=V9PtQlp-e7g
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1. ANEXO FIGURAS:

FIGURA N°18 Caracteristicas de Giardia lamblia.

| Giardia
Reino: Protista

Phylum: Sarcomastigophora
Subphylum: Mastigophora
Clase: Zoomastigophorea

Orden: Diplomonadida
Suborden: Diplomonadina
Familia: Hexamitidae
Género: Giardia

Especie: Giardia duodenalis
o Giardia intestinalis

Fuente: Taxonomia de giardia lamblia (rivera et, al 2002)

FIGURA N°19 Ciclo biolégico de Giardia lamblia.

Contaminacdn del
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Fuente: http://fladegiardiasis.blogspot.pe/2013 08 01 archive.html



FIGURA N°20 Estructura del Trofozoito de G lamblia.

Nucleo

Flagslo
anterior

Flagelo

posterior ventral

Flagelo
caudal

Fuente: Trofozoito de G lamblia. Extraido de Faubert (2000).

FIGURA N°21 Microfotografias del quiste de Giardia lamblia.

L Membrana Quistica

Nucleo

Cuerpos -
Parabasales

Fuente: http://fladegiardiasis.blogspot.pe/2013_08_01_archive.html
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FIGURA N°22 Reaccién en Cadena de la Polimerasa.
PCR

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA
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Fuente: http://www.fitolab.com.mx/fitolabSiteRecs/esquemaPCR.jpg
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2. MEDIDAS DE BIOSEGURIDAD EN EL AMBIENTE DE TRABAJO

Antes de realizar el procedimiento de trabajo, se verifico con cumplir
con las medidas establecidas de Normas de Bioseguridad.

Campo de aplicacion:

= Manipular con guantes la obtencién, recepcion y tratamiento de las
muestras frescas.

= Vestir siempre mandil dentro del laboratorio y quitarselo para
transitar por otras areas.

Obtencién de la muestra: Para observar los trofozoitos,
quistes u ooquistes de los protozoarios, asi como las larvas y huevos
de helmintos, se debe usar microscopio, es importante obtener una
buena muestra fecal, asi como la conservacion éptima del espécimen.

Condiciones especificas: Las muestras deben mantenerse
en un ambiente fresco y lejos de luz solar, se deben evitar las
temperaturas extremas o el desecamiento, deben contener cantidades
Optimas y estar en frascos o contenedores rotulados y con soluciones
fijador conservador.

Control de calidad: Preparados extendidos finos de heces
gue contengan estadios de protozoos de determinada especie
previamente identificada o de cultivos de protozoos; una coloracion
bien hecha depende de una fijacién correcta y destaca claramente las
caracteristicas del nucleo y las inclusiones citoplasmaticas.
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Guardar toda muestra de heces y toda lamina positiva, debidamente
identificada, para referencia y control.

Neutralizacién y eliminacién del material biolégico: En
caso de derrames de agarosa, tampon de electroforesis, muestras,
colorantes etc. Eliminar en el contenedor de la fraccion inorganica.
Lavar con agua y legia las superficies de derrame. Las pipetas,
puntas de pipeta, etc; todos los plasticos se eliminan en el contenedor
de recogida selectiva del plastico.

3. MANUAL DE PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO PARA EL
DIAGNOSTICO DE LOS PARASITOS INTESTINALES DEL
HOMBRE. SERIE DE NORMAS. TECNICAS N°37. INS. LIMA-2003.

TABLA N°4 Condiciones del envio de la de muestra segun el tipo y
tiempo de demora en llegar al laboratorio para el diagndstico
parasitologico.

TIPO DE TIEMPO QUE DEMORA EN LLEGAR AL AGENTES
MUESTRA LABORATORIO PARASITARIOS
< 24 horas 2 24 horas
Nematodos en Ascaris, Trichuris,
Helmintos T°ambiente alcohol 70 %, Taenia,
cestodos y Paragonimus,
trematodos en Fasciola y otros.

formol 10%.

Suero 4°C E. Histolytica,
Hielo seco o Giardia,
congelar Paragonimus,

Fasciola y otros.

PAF, PVA,

Heces T° ambiente Formalina 10%, E.histolytica,Giard
Cary Blair, ia,
Bicromato de Cryptosporidium,
potasio al 2,5 % Enterocytozoon y
MIF. otros.

Fuente: Condiciones del envio de la de muestra al laboratorio para el
diagnéstico parasitolégico

71



TABLA N°5 Algoritmos para el examen parasitologico.

ALGORITMO B1
EXAMEN PARASITOLOGICO
|. Observacion macroscopica: Heces
mucus, sangre, especimenes 1. MUESTRA Fluidos: esputo, contenido duodenal
Secrecion: biliar
_— . 2. METODO
II. Observacion microscopica DIRECTO

3. METODOS ESPECIALES

E. histolytica Cultivo Harada-Mori A duodenale
G. lamblia N. americanus
Balantidium coli S. stercoralis

4. METODOS DE CONCENTRACION

TUBO COPA o VASO
N /. N
Sedimentacion| | Flotacion | |Sedimentacion Sedimentacion| | AMS Il Basmmann
por flatacidn répida Fluidos
Solucion ~ Sheather sugar  M.Ritchie o ParagﬂLr'mus ParagaLr’mus STmngylrInfdes
salina  Sulfalodezine  Teleman Ascaris Ancylostoma
Fasciola Balantidium

G.lamblia
E.histolytica
Cryptosporidium sp.
S.stercoralis
Ancylostoma/Necator

Fuente: Manual de procedimientos de laboratorio para el diagnéstico
de los parasitos intestinales del hombre

72



TABLA N°6 Muestras de heces para el examen parasitolégico con

fijador.

ALGORITMO B3

MUESTRAS FIJADAS

PAF

MIF

FORMALINA 10%

SAF, SCHAUDINN, PVA

COLORACION:

METODO
DIRECTO

METODO DE
CONCENTRACION

- Trofozoitos
- Quistes
- Ooquistes
- Huevos
- Larvas

- Quistes y trofozoitos de protozoarios

Hematoxilina férrica

- Trofozoitos

E. histolytica, G. lamblia, ec.

Fuente: Manual de procedimientos de laboratorio para el diagnéstico

de los parasitos intestinales del hombre

(20)
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FIGURA N°23 Observacion al microscopio con aumento de 40x y

100x.

Fuente: Obtenido del trabajo de investigacion.

4. REGLAMENTO SOBRE CONDICIONES SANITARIAS Y
AMBIENTALES BASICAS EN LOS LUGARES DE TRABAJO.
REGIDO POR EL DECRETO 594, DEL 1999, ACTUALIZADO EL
10 DE NOVIEMBRE DEL 2003, DICTAMINA EN EL TITULO IV.
PARRAFO Ill. N° 7.3 LO SIGUIENTE CON RESPECTO A LA

LUZ UV.

Articulo 109: El limite permisible maximo para exposicién
ocupacional a radiaciones ultravioleta, dependera de la regién del
espectro de acuerdo a la siguiente tabla:

TABLA N°7 Limites permisibles para piel y ojos (Longitud de onda de

320 nm a 400 nm)

TIEMPO DE EXPOSICION

DENSIDAD DE ENERGIA O DE
POTENCIA

Menor de 16 minutos

1J/cm?

Mayor de 16 minutos

1mW/cm?

Fuente: Reglamento sobre condiciones sanitarias y ambientales

basicas en los lugares de trabajo
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5. ANEXO FOTOGRAFIAS:

Literatura de los Primers usados en el trabajo de investigacion.

BIOSEARC

TECHNOLOGIES

Customer: Gen LablJ. Ramirez

Sequence Name (Customer Supplied):

CERTIFICATE OF ANALYSIS I,ll“

Custorn Oligonucleotide Synthesis

55380208-06

Purchase Order: BIO-16-001

Sequence: ./ 5'd AGATGATCAAGGACGCCATC 3

Reference Number:

Oligo Type or Function:

This sequence contains:

The following physical parameters apply:

Oligo Molecular Weight:
(No Counter-ions)

Oligo Molecular Weight:
(Fully Protonated)

Oligo Molecular Weight:
(for Et3NH salt)

Ea’

(Extinction Coefficient)

5' Modification:
3' Modification:

Released by:

Sales Order: 166340
Beta-giardina-1F
S$8380208-06 Scale:
Custom Oligonucieotide Purification:
7 As 5C's Status of Trityl Group:
5 G's 3Ts
Amax; (£5nm)
Amax: (£5nm)
6115.87 Total OD260:
nmol/OD260:
6135.06 Total nmol:
Micrograms/OD260:
8057.67
Total Micrograms:
A
204210M" cm Concentration:
=8 &
Cameron Ferguson
Date: 21172016

50 nmol
Salt Free

Off

9.52
489
46 60
39.44

375.49

Shipped Dry

For Research Use Only. Nof for use in diagnoshc procedures. Mammmmmmwwwmwwmmw_m_@”_

2199 South McDowell Bivd, Petaluma, CA $4954-6304 USA

415,883.8400 | 800.GENOME.1 | 415.883.8488 (fax)

Fotografia 1. Secuencia de beta giardina 1F.

www.blosearchtech.com
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@ BIOSEARC
TECHNOLOCGIES

Customer: Gen Lab/J. Ramirez

Sequence Name (Customer Supplied):  Beta-glardina-1R

Sequence: 5 d GTGCTTTGTGACCATCGAGA 3'

Reference Number: $5380208-07
Oligo Type or Function: Custom Oligonucieotide
This sequence contains: 4 As 4 C's
6 Gs 6 Ts
5' Modification: Amax: (£ 5nm)
3' Modification: Amax: (£ 5nm)

The following physical parameters apply:

/_;v;yrr* - r%ﬁ‘é :

CERTIFICATE OF ANALYSIS

Custom Oligonucleotide Synthesis

Cameron Ferguson

S8380208-07

Purchase Order: BIO-16-001

Sales Order: 166340

Scale:

Purification:

Status of Trityl Group:

Total OD260:
nmol/OD260:

Total nmol:
Micrograms/OD260:

Total Micrograms:

Concentration:

Oligo Molecular Weight: 6128.87
(No Counter-ions)
Oligo Molecular Weight: 6148.06
(Fully Protonated)
Oligo Molecular Weight: 8070.67
(for EI3NH salt)
G 190314 M” cm”
({Extinction Coefficient)

Released by:

Date: 2/1/2016

50 nmol
Salt Free
Off

7.88
525
41.39
42.39

334,05

Shipped Dry

Far Research Use Only. Nof for use in disgnostic procadwes. Data for certain oligonuciectide modifications are based on estimaled values and are subjsct fo change.

2199 South McDowell Bivd, Petaluma, CA 94954-6904 USA
415.883.8400 | B00.GENOME 1 | 415.883.8488 (fax)

www biosearchtech com

Fotografia 2. Secuencia de beta giardina 1R.
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GLOSARIO DE TERMINOS

Parasito: Es un organismo que vive sobre un organismo huésped o
en su interior y se alimenta a expensas del huésped.

Protozoos: Organismos unicelulares microscopicos de vida libre o
naturaleza parasitaria, la transmisién de protozoos que viven en el
intestino humano generalmente ocurre por la via fecal-oral.

Trofozoito: Forma vegetativa, libre y en movimiento de los protozoos.

Quiste: Forma de resistencia de los protozoos, los cuales se rodean
de una membrana dura e impermeabile.

Fijador PVA: Alcohol polivinilico, para conservar los parasitos en
muestras fecales.

Acido desoxirribonucleico: Es una secuencia de repeticion de
nucleétidos y cada nucleétido contiene tres partes. Formada por una
unidad de azucar y fosfato que se repite y cada azUcar tiene una base
nitrogenada. Hay 4 bases nitrogenadas guanina, citosina, adenina y
timina.

Sensibilidad: Se refiere a la cantidad minima de ADN necesaria para
gue se produzca la amplificacion, es decir, para obtener una banda.

Especificidad: Se refiere a la obtencion de un solo producto
amplificado. Viene determinada por los oligos y la especificidad con la
gue se unen al ADN molde. De esta forma, si los oligos tienen mas de
un sitio al que se pueden unir aparecera mas de un producto
amplificado.

Eficiencia: Se refiere a la amplificacion maxima que se puede
obtener en un nimero determinado de ciclos.

Fidelidad: Se refiere a los errores que comete la ADN polimerasa
durante la amplificacion. Este concepto es de especial importancia en
la secuenciacion. Una buena fidelidad permite evitar falsos positivos
y/o negativos.

Agarosa: Es un producto natural que forma una matriz inerte y no
toxica que supone una herramienta indispensable en gran cantidad de
técnicas de biologia molecular. Su uso mas extendido es para
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construir geles que permitan separar moléculas de ADN mediante
electroforesis.

Buffer Loading 6x: Thermo Scientific 6X ADN colorante de carga se
utiliza para preparar los marcadores de ADN y las muestras para la
carga en agarosa o geles de agarosa.

Contiene dos colorantes diferentes (azul de bromofenol y xileno cianol
FF) para el seguimiento visual de la migracién del ADN durante la
electroforesis. La presencia de glicerol se asegura de que el ADN de
la escalera y de la muestra forma una capa en la parte inferior del
pozo.

Concentracién de Mg®" El aumento de la [Mg*'] tiene el efecto neto
de disminuir la severidad de la unién de los primers vy, las bajas [Mg*]
pueden originar una pobre eficiencia de la reaccion. Puesto que las
soluciones de MgCI2 tienden a precipitar después de los ciclos de
congelacion-descongelacion.

Desoxinucleétidos Trifosfato (ANTPs). La concentracion Optima de
dNTPs debe determinarse empiricamente y conjuntamente con la
[Mg®*]. De forma general, la [dNTPs] varia entre 20 y 200mM,
teniendo en cuenta que concentraciones demasiado elevadas pueden
originar una menor especificidad y concentraciones demasiado bajas
pueden provocar un bajo rendimiento de los productos de
amplificacion.

Primers. Un partidor, iniciador o primer es una cadena de acido
nucleico o de una molecula relacionada que sirve como punto de
partida para la replicacion del ADN. Y a partir de ellos la DNA
polimerasa utilizada inicia la polimeracion en direccion 5’ — 3'.

Concentracién de los primers. Si la concentracion de primers es
baja puede ocasionar un pobre rendimiento de la reaccion. Si es
demasiado alta puede ocasionar una disminucion de la especificidad
gue se manifiesta por un incremento en los productos de amplificacion
inespecificos; ademas, puede favorecer la formacion de dimeros de
primers.

Interacciones primer-primer. El término "primer—dimer" o “dimeros
de primers” se refieren a la acumulacion de productos pequefios de
PCR y que miden aproximadamente igual que dos primers unidos uno
a continuaciéon de otro. Incluso en reacciones muy optimizadas, se
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pueden obtener pequefas cantidades de estos artefactos, pero en
elevadas cantidades pueden disminuir la sensibilidad de la reaccién al
competir por los componentes de la misma.

Dimeros: De primers son un obstaculo frustrante para encontrar
mientras se ejecutan reacciones en cadena de polimerasa o PCR.

Bromuro de etidio. Es un agente mutagénico de efecto acumulativo,
es nocivo por ingestion, toxico por inhalacion e irritante para los ojos,
la piel y las vias respiratorias.
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