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ARTICULO ORIGINAL

Identificacion de antigenos de aislamientos colombianos de
Giardia duodenalis reconocidos por IgG total y subclases

Jenny Fabiola Hernandez ¢, Sofia Duque 2, Adriana Arévalo !,
Rafael Guerrero 3, Rubén Santiago Nicholls 1?2

! Laboratorio de Parasitologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia.

2 Unidad de Parasitologia, Departamento de Salud Publica y Tropical, Facultad de Medicina, Universidad
Nacional de Colombia, Bogota, D.C., Colombia.

3 Gastroenterologia Pediatrica, Universidad El Bosque, Bogota, D.C., Colombia.

Se conocen investigaciones realizadas sobre la respuesta inmune humoral en giardiosis. Sin
embargo, estudios sobre perfiles de antigenos de quistes y de trofozoitos de Giardia duodenalis
reconocidos por IgG y subclases (I9G,, 19G,, 19G,, I9G,) anti-G. duodenalis no se han realizado
en la misma magnitud. Con el fin de determinar los antigenos de los aislamientos colombianos
de G. duodenalis reconocidos por IgG y sus subclases anti-G. duodenalis, se utiliz6 la
metodologia de Western blot. Quistes y trofozoitos del parésito, independientemente, se
sometieron a separacion de proteinas mediante SDS-PAGE. Las proteinas separadas fueron
transferidas a membrana de nitrocelulosa mediante inmunoelectrotransferencia y su
antigenicidad determinada confrontando éstas con IgG y sus subclases anti-G. duodenalis
presentes en el suero de pacientes con giardiosis comprobada parasitolégicamente. La unién
antigeno-anticuerpo se detectd con conjugados anti-inmunoglobulina especificos unidos a
fosfatasa alcalina, la cual permitié evidenciar los polipéptidos antigénicos cuando se adicion6
el sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato/azul de nitrotetrazolio. Se leyeron y analizaron las
bandas mediante analisis de regresion lineal, utilizando el programa Quantity One®. Se
reconocieron 32 antigenos, simultdneamente en quistes y trofozoitos de aislamientos
colombianos del parésito por IgG total anti-G. duodenalis, que oscilaron entre 22-185 kDa y 19
en un rango de 42 a 180 kDa, reconocidos tanto por IgG, como por IgG, anti-G. duodenalis. Las
IgG, e IgG, anti-parasito no reconocieron antigenos en ninguno de los dos estadios. Los
antigenos de 27, 30, 31, 33, 45, 49, 57, 78, 89 y 170 kDa son compartidos con aislamientos de
G. duodenalis circulantes en otras regiones geograficas. El reconocimiento de antigenos de
quistes y trofozoitos de los aislamientos colombianos de G. duodenalis por 1gG, IgG, e IgG,
anti-G. duodenalis de pacientes infectados sugiere que los antigenos del parasito originan
respuesta inmune humoral en el hospedero.

Palabras clave: giardiosis, antigenos, inmunoglobulina G, subclases de IgG, antigenos,
inmunoelectrotransferencia.

Antigen identification of ~ Giardia duodenalis Colombian isolates recognized by total IgG and
its subclasses

Antigen profiles were described for Giardia duodenalis cysts and trophozoites that are
recognized by 1gG and its anti-G. dudodenalis subclasses (I9G,, 19G,, 19G,, 19G,). Antigens were
identified by Western blot from G. duodenalis cyst and trophozoite isolates. Cysts and trophozoites
were each subjected to protein separation by SDS-PAGE. The proteins were then transferred to
nitrocellulose membranes by electroimmunoblot, and their antigenicity was determined by
exposing them to sera from patients with confirmed diagnosis of G. duodenalis infection. The
antigen-antibody reaction was revealed by specific alkaline phosphatase antibody conjugates
against 19G,, 19G,, 19G,, 1gG, bands were visualized by addition of the substrate 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-phosphate and the stain nitro blue tetrazolium. The bands were read and
analyzed by linear regression using Quantity One® software. Thirty two antigens were
simultaneously recognized by total IgG anti-G. duodenalis in the cyst and trophozoite stages.
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The antigens varyied in molecular weight from 22 to 185 kDa. Nineteen antigens were identified
by both 1gG, and IgG, anti-G. duodenalis, with molecular weights ranging from 42 to 180 kDa.
IgG, and IgG, did not identify any antigen in either stage. The antigens of molecular weights 27,
30, 31, 33, 45, 49, 57, 78, 89 and 170 kDa are shared with G. duodenalis isolates from other
geographical regions of Colombia. The recognition of cyst and trophozoite antigens of Colombian
G. duodenalis isolates by 1gG, 1gG, and IgG, anti-G. duodenalis suggested that they are involved

in the induction of the host immune response.

Key words: giardiasis, antigens, 1gG, 1gG subclasses, antigenic determinants, Western blot.

La giardiosis es la infeccion intestinal causada
por el protozoo flagelado Giardia lamblia, también
conocido como Giardia intestinales o Giardia
duodenalis, la cual puede afectar al humano y
producir comensalismo en mamiferos, reptiles y
aves (1). La mayoria de las infecciones humanas
causadas por G. duodenalis son asintométicas;
cuando no lo son se encuentran asociadas con
diarrea, dolor abdominal, flatulencia y, en algunos
casos, con sindrome de malabsorcion (2). El
humano desarrolla respuesta inmune humoral y
celular ala infeccién por el parasito. Sin embargo,
la proteccién inmune no ha sido demostrada
conclusivamente en la giardiosis humana (3).

La respuesta inmune en giardiosis ha sido
demostrada por evidencias tales como: 1) la
autolimitacion de la infeccidn; 2) la participacion
de monocitos citotoxicos en la modulacion de la
respuesta inmune; 3) los pacientes inmuno-
comprometidos son mas susceptibles a la
infeccion, especialmente aquéllos con hipogamma-
globulinemia; 4) en areas endémicas, las personas
gue las habitan son menos susceptibles a la
infeccidn que los visitantes; 5) las infecciones
cronicas en animales atimicos o tratados con
medicamentos inmunosopresores, y 6) la
deteccion de anticuerpos anti-G. duodenalis
en suero de pacientes infectados por G.
duodenalis (2).

Las investigaciones serolégicas en giardiosis han
demostrado ventajas practicas en el diagnéstico
debido a que los anticuerpos especificos contra
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G. duodenalis se detectan en pacientes
asintomaticos, sintomaticos y en pacientes con
excrecién intermitente de quistes (4). Asi, estudios
previos demuestran que después de una infeccién
se producen anticuerpos; los de IgM son los
primeros en aparecer y se mantienen elevados
entre dos y tres semanas (5). Los anticuerpos IgA
permanecen elevados aun después de haberse
tratado la infeccion (6) y los anticuerpos 1gG se
detectan en el 80% de los pacientes, respuesta
gue puede persistir por largos periodos (7).

Diferentes grupos de investigadores han tratado
de identificar antigenos de G. duodenalis
reconocidos por anticuerpos especificos (8). Uno
de ellos analiz6 4 aislamientos de G. duodenalis
cultivados in vitro, provenientes de humanos de
varias regiones geogréaficas, mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE) sin encontrar diferencias significativas
entre ellos. Sin embargo, al confrontar los
antigenos reconocidos por los anticuerpos
presentes en los sueros humanos mediante
ELISA, observaron que la respuesta humoral
estaba dirigida a antigenos especificos y que
existia variabilidad genética entre los aislamientos
de G. duodenalis.

La variacion antigénica en giardiosis ha sido
demostrada in vitro (9) e in vivo (10). La mayoria
de los estudios han utilizado el aislamiento WB
de G. duodenalis proveniente de pacientes
sintomaticos de Afganistan y han demostrado que
la variacion antigénica ocurre frecuentemente en
la superficie de los trofozoitos de aislamientos
de G. duodenalis (1,11).

Igualmente se ha informado que los antigenos de
G. duodenalis mas frecuentemente involucrados
en el desarrollo de estos anticuerpos poseen
pesos moleculares de 30, 57, 82, 88 y 170 kDa.
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Muchos de éstos corresponden a proteinas de la
superficie o a estructuras del disco ventral y del
citoesqueleto de G. duodenalis (12). En 1993, Hill
recomendd realizar estudios para analizar el papel
de estos antigenos en la inmunidad o en la
infeccion por G. duodenalis (13).

El conocimiento de la composicion de los
antigenos del parasito y el papel que juegan enla
respuesta inmune durante la infeccidon en
giardiosis seria importante para comprender la
patogénesis de la enfermedad. Igualmente, la
identificaciéon de antigenos reconocidos por el
sistema inmune del hospedero es de interés para
entender la modulacion de la infeccién por G.
duodenalis (14).

No se conocen los antigenos de quistes y
trofozoitos de aislamientos colombianos de G.
duodenalis reconocidos por IgG y subclases anti-
G. duodenalis de pacientes con giardiosis
comprobada parasitolégicamente. El presente
estudio se realiz6 con la finalidad de identificar
los antigenos de aislamientos colombianos de G.
duodenalis estimuladores del desarrollo de la IgG
y sus subclases.

Materiales y métodos
Sueros

Las 161 muestras de suero humano utilizadas en
el estudio fueron suministradas por el banco de
muestras del Laboratorio de Parasitologia del
Instituto Nacional de Salud (INS). A las muestras
de suero se les habia determinado, previamente,
la ausencia de anticuerpos anti-Entamoeba
histolytica mediante inmunodifusién (14) y la
presencia o ausencia de IgG anti-G. duodenalis
por ELISA (15).

Los sueros se clasificaron de la siguiente manera:

Grupo A. Controles positivos: 72 sueros de
pacientes con giardiosis comprobada
parasitolégicamente por medio de la visualizacion
de quistes o trofozoitos del parasito y por la
presencia de IgG anti-G. duodenalis en suero.

Grupo B. 20 sueros de pacientes con sospecha
clinica de giardiosis y positivos parasito-
l6gicamente con parasitos intestinales diferentes
a G. duodenalis y con presencia de 1gG anti-G.

IDENTIFICACION DE ANTIGENOS DE G. DUODENALIS POR IgG

duodenalis en suero. A estos pacientes se les
confirmé parasitolégicamente la ausencia de
quistes o trofozoitos de G. duodenalis y la
presencia de Endolimax nana, Blastocystis
hominis, lodamoeba butschlii, Entamoeba coli,
complejo Entamoeba histolytica/Entamoeba
dispar, Trichomonas hominis y uncinarias, y
serolégicamente por inmunodifusion, la ausencia
de anticuerpos anti-Entamoeba histolytica 'y por
ELISA la presencia de anti-G. duodenalis.

Grupo C. Controles negativos: 69 sueros de
pacientes sin giardiosis sometidos a pruebas
parasitolégicas y serolégicas para confirmar la
ausencia de G. duodenalis y otros pardsitos
intestinales en meconio de neonatos y heces de
adulto y sin deteccion de IgG anti-G. duodenalis
en suero.

Los controles negativos se dividieron en dos
subgrupos: uno con 49 muestras de corddn
umbilical de neonatos, recién cortado y eliminado,
de diferentes edades gestacionales y otro con 20
sueros de adultos sin giardiosis.

Quistes y trofozoitos de Giardia duodenalis

Una mezcla de quistes y uno de trofozoitos de G.
duodenalis de 24 aislamientos se obtuvieron del
banco de muestras del Laboratorio de Parasitologia
del INS. Cada mezcla habia sido previamente
elaborada con una poblacion de 5x10° parasitos/
ml en solucién reguladora de fosfatos (PBS) (15).

Preparacion de antigeno de quistes y
trofozoitos de Giardia duodenalis

Los quistesy trofozoitos del parasito se congelaron
de manera independiente a -196 °C y se
descongelaron a temperatura ambiente mediante
agitacion vortex. La congelacién y descongelacion
se realizé 3 veces consecutivas. Se centrifugaron
a 2.000 g/4 °C por 10 minutos y se conservo el
sobrenadante (antigeno). La concentracion de
proteinas existente en el antigeno se determiné
mediante el método de Bradford (16).

Separacion de proteinas de quistes y
trofozoitos de giardia mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se realizé, de forma independiente, la separacion
de proteinas de los estadios segun el método
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descrito por Laemmli, 1970 (17), asi: se elaboré
un gel concentrador y uno separador de
poliacrilamida en concentraciones de 4% y 10%,
respectivamente. Se adicionaron a los geles los
marcadores de peso molecular y las diluciones
de antigeno de quistes y trofozoitos, tanto en
ausencia como en presencia de 2-mercaptoetanol
(2-ME), en unrango de 0,4-1,2 mg/ml. Se realizé
la electroforesis a 18 °C/35 mA/75 voltios/3 vatios
de potencia por 1 horay 10 minutos. Se colorearon
los geles con azul de Coomasie por 1 minuto. El
exceso de colorante se retir6 sumergiendo los
geles en solucién decoloradora de etanol-acido
acético (3:1).

Identificacion de antigenos de quistes y
trofozoitos de Giardia duodenalis mediante
inmunoelectrotransferencia

El reconocimiento de antigenos de quiste y
trofozoito de G. duodenalis se realiz6 mediante el
procedimiento descrito por Towbin et al. (18).

Se transfirieron las proteinas de quistes y
trofozoitos separadas mediante SDS-PAGE auna
membrana de nitrocelulosa (MNC) a 4 °C/200 mA/
130 voltios/26 vatios por 2 horas. Se verificé la
transferencia de las proteinas coloreando la MNC
con rojo Ponceau S. Se observd que la
concentracion de 0,8 mg/ml de proteina de quiste
y de trofozoito era la 6ptima cuando se
confrontaba con IgG total anti-G. duodenalisy de
1,2 mg/ml cuando se enfrentaba con IgG,, 19G,,
I9G, e IgG, anti-G.duodenals.

Se bloqueé la MNC a 18 °C por 1 hora con leche
descremada al 4% disuelta en solucién reguladora
de fosfatos mas Tween 20 al 0,1% (PBS-T) y se
lavé 3 veces con PBS-T por 5 minutos cada vez.

Se agregaron ala MNC diluciones de las muestras
de suero de pacientes para el reconocimiento de
antigenos de quistes y trofozoitos por IgG total
anti-G. duodenalisy de las subclases de IgG. Las
muestras se incubaron a 18 °C por 18 horas. La
dilucién éptima de suero fue de 1:100 para IgG
total y de 1:20 para las subclases de IgG. Se lavo
la MNC como se describié anteriormente. Se
incubd la MNC a 18 °C por 1 hora a temperatura
ambiente con una dilucién 1:500 y 1:250 de anti-
IgGy anti-IgG, 19G,, I9G, e IgG, humana unida a
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fosfatasa alcalina (Bio-Rad), respectivamente. Se
lavé la MNC 2 veces con PBS-T y una vez con
solucidn reguladora Tris-NaCl-MgCl. Se revelé la
reaccion con 5-bromo-4-cloro-3-indol-fosfato
(BCIP) y azul de nitrotetrazolio (NBT).

Anadlisis de resultados

Se realizé la lectura y andlisis de las bandas
utilizando el programa Quantity One®, mediante
andlisis de regresion lineal para determinar el perfil
de proteinas de quistes y de trofozoitos de
aislamientos colombianos de G. duodenalisy el
perfil de antigenos de quistes y de trofozoitos de
aislamientos de G. duodenalis reconocidos por
IgG total y las subclases de 19G anti-G. duodenalis
de pacientes con giardiosis comprobada parasito-
l6gicamente.

A partir del perfil de antigenos de quistes y de
trofozoitos de aislamientos del parasito
reconocidos por IgG total y las susbclases de IgG
anti-G. duodenalis, se establecieron las
frecuencias de reconocimiento de cada uno de
los antigenos y el niumero de antigenos
reconocidos simultaneamente.

Resultados

Discriminacion diagndstica de antigenos de
quistes y trofozoitos

Pacientes con giardiosis comprobada
parasitolégicamente. Se reconocieron 33, 27y 23
antigenos en quistes de aislamientos colombianos
de G. duodenalis por IgG total, IgG, e IgG, anti-G.
duodenalis, respectivamente (figura 1, cuadro 1).

Se reconocieron 33, 24 y 21 antigenos en
trofozoitos de aislamientos colombianos de G.
duodenalis, por 1gG total, IgG, e IgG, anti-G.
duodenalis, respectivamente (figura 1, cuadro 1).

Ningun antigeno en ninguno de los dos estadios
del parasito fue reconocido por IgG, e IgG,.

Los antigenos de 22, 23, 26,27, 30, 31, 33, 35,
38, 42, 43, 45, 49, 52, 57, 60, 62, 65, 68, 72, 75,
78,82,89,99, 110, 133, 145, 155,170, 180y 185
kDa fueron reconocidos por IgG total anti-G.
duodenalis tanto en quistes como en trofozoitos
de los aislamientos colombianos del parasito
(figura 1, cuadro 1).
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Los polipéptidos antigénicos de 42, 43, 49, 52,
57, 60, 62, 65, 68, 75, 78, 82, 89, 99, 110, 133,
145, 170 y 180 kDa fueron reconocidos,
simultaneamente, por las subclases IgG, e IgG,
anti-G. duodenalis en quistes y trofozoitos de los
aislamientos del parasito (figura 1, cuadro 1).

Pacientes con sospecha clinica de giardiosis,
otras parasitosis intestinales y presencia de IgG
y subclases de IgG ANTI-G. duodenalis. Se
reconocieron antigenos de quistes y trofozoitos
de G. duodenalis de pesos moleculares entre 25-
241 kDa por IgG total, IgG, e IgG, anti-G.
duodenalis (figura 1, cuadro 1).

Las IgG total, I1gG, e IgG, anti-G. duodenalis
reconocieron 22, 12 y 16 antigenos de quistes de
aislamientos del parasito, respectivamente. Estas
mismas inmunoglobulinas reconocieron 20, 22y
16 antigenos en trofozoitos de los aislamientos
nativos del parasito, respectivamente (figura 1,
cuadro 1).

Pacientes sin giardiosis. En el grupo de 49
neonatos utilizados como controles negativos
ningun antigeno de quistes ni de trofozoitos de

IDENTIFICACION DE ANTIGENOS DE G. DUODENALIS POR IgG

G. duodenalis fue reconocido por anticuerpos IgG
y subclases anti-parasito (figura 1).

En los sueros de los controles negativos
provenientes del subgrupo de adultos, la IgG total
reconocié antigenos de 38, 82, 99, 155, 200 y
241 kDay sus subclases IgG, e IgG, reconocieron
los de 38, 82 y 200 kDa y el de 200 kDa,
respectivamente (figura 1).

Los antigenos de 82y 200 kDa fueron reconocidos
en trofozoitos por IgG total, en tanto las subclases
IgG, e IgG, no reconocieron ningun antigeno en
este estadio (figura 1).

Frecuencia de reconocimiento de antigenos
(kDa) de quistes y trofozoitos por IgG y
subclases de IgG de pacientes con giardiosis
comprobada parasitolégicamente

Las frecuencias de reconocimiento fueron
entendidas como el resultado porcentual del
numero total de sueros con presencia de
anticuerpos anti-G. duodenalis (numerador) y el
numero de ellos que reconocieron un determinado
antigeno (denominador).

Figura 1. Discriminacion diagnéstica.

A. Antigenos de quistes de Giardia duodenalis reconocidos por IgG total, IgG, e IgG, anti-G. duodenalis. Grupo A, carriles
1-2, antigenos reconocidos por IgG total; 3-4, antigenos reconocidos por IgG,; 5-6, antigenos reconocidos por IgG,. Grupo
B, carriles 7-8, antigenos reconocidos por IgG total; 9-10, antigenos reconocidos por 19G,; 11-12, antigenos reconocidos
por 19G,. Grupo C, neonatos, carril 13, antigenos reconocidos por IgG total, IgG, e 19G,; adultos, carriles 14-15, antigenos
reconocidos por IgG total; 16-17, antigenos reconocidos por IgG,; 18, antigenos reconocidos por IgG,.

B. Antigenos de trofozoitos de Giardia duodenalis reconocidos por IgG total, I9G, e IgG, anti-G. duodenalis. Grupo A, carriles
1-2, antigenos reconocidos por IgG total; 3-4,antigenos reconocidos por IgG,; 5-6, antigenos reconocidos por IgG,. Grupo B,
carriles 7-8, antigenos reconocidos por IgG total; 9-10, antigenos reconocidos por IgG,; 11-12, antigenos reconocidos por
IgG,. Grupo C, neonatos, carril 13, antigenos reconocidos por IgG total, I9G, e IgG,; adultos, carriles 14-15, antigenos
reconocidos por IgG total; 16, antigenos reconocidos por 19G,; 17, antigenos reconocidos por IgG,.
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Las frecuencias de reconocimiento de antigenos  frecuencias para el caso de los trofozoitos en este
de quistes por IgG total, IgG, e IgG, oscilaronen  mismo grupo de inmunoglobulinas fueron de 1%
unrangode 1% a65%,de 1% a71%yde 1% a- a 47%, de 1% a 68% y de 1% a 85%,

72%, respectivamente (cuadro 1). Estas respectivamente (cuadro 1).

Cuadro 1. Antigenos de quistes (Q) y trofozoitos (T) reconocidos por IgG total (I9G,), I9G, e IgG, anti-G. duodenalis y sus

frecuencias de reconocimiento por los sueros de los pacientes de los grupos Ay B.

ANTIGENO GRUPOA GRUPOB

PM 19GT % 19G, % 19G, % 1gGT % 19G, % 19G, %
Kda Q T Q T Q T Q T Q T Q T
20 4

22 1 3

23 3 6

25 5 5

26 1 3 5

27 1 11 1

29 4

30 6 4 1 15 5 15

31 11 13 1 1 5

33 7 1 15 20 15

35 11 15 6 4 1 5 5 30
38 10 26 10 1 15 10 10 5 25

40 15 5 30 25

42 15 11 22 1 3 3

43 28 10 15 29 25 6 5 65 20 30 40
45 11 18 19 7 7 5 20 15 35 25 50
48 5
49 31 24 35 33 14 11 20 10 5 40 15

52 29 42 28 39 39 74 10 10 55 20

57 31 25 18 26 33 4 30 10 20 45 35 55
60 17 22 13 28 11 19 30

62 26 18 25 19 56 65 5 25 5 15 5
65 22 47 24 24 26 10 50 45
68 8 19 8 1 1 10

69 10 35 10 30
72 10 38 17 11 13

74 20 10
75 17 13 22 24 33 14 10 30 35

78 8 18 26 43 18 57 10 5 65 50 15
82 22 10 24 7 14 11 20 25

89 11 24 19 13 29 3

94 25

99 24 32 32 57 43 28 15 20 40 20 100
105 25

110 57 13 38 19 44 58 25 35 85 45

129 55 45
133 28 40 31 6 32 1 30 30

145 50 29 47 68 53 85 15 5 75 15 50 45
155 8 7 21 17 1 40 60 75 25 60
170 65 33 25 4 28 14

180 36 33 71 38 72 69 60 25 100 70

185 40 38 1 10 55 75 55

200

220 10
241 45
Total 33 33 27 24 23 21 22 20 12 22 16 16
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Frecuencia de reconocimiento de antigenos de
quistes. La IgG anti-G. duodenalis reconoci6 los
antigenos de 110, 145y 170 kDa en 57%, 50% y
65%, respectivamente. Treinta polipéptidos
antigénicos del total de los 33 identificados por la
inmunoglobulina fueron reconocidos entre 1%y
40%.

La subclase IgG, reconocio el antigeno de 145
kDa en el 47% y el de 180 kDa en el 71%.
Veinticinco antigenos de los 27 identificados por
la inmunoglobulina fueron reconocidos entre 1%
y 38%.

La IgG, reconocio los antigenos de 62, 99, 110,
145y 180 kDa en el 56%, 43%, 44%, 53% Yy 72%,
respectivamente. Dieciocho de los 23 antigenos
identificados por la inmunoglobulina fueron
reconocidos entre 1% y 39%.

Ningun antigeno fue reconocido en quiste con una
frecuencia igual o superior al 80%.

Frecuencia de reconocimiento de antigenos de
trofozoitos. La IgG anti-G. duodenalis reconocio
el antigeno de 52 kDa en el 42% y el de 65 kDa
en el 47%. Treinta y uno de los 33 antigenos
identificados por la inmunoglobulina fueron
reconocidos entre el 1%y el 40%.

La IgG, reconocio los antigenos de 78, 99 y 145
kDa en el 43%, 57% y 68%, respectivamente. La
inmunoglobulina no reconocié antigenos con
frecuencias mayores del 80%.

La lgG, reconoci polipéptidos antigénicos de 52,
62, 78, 110 y 145 kDa en el 74%, 65%, 57%,
58% y 85%, respectivamente. La inmunoglobulina
tan sélo reconoci6 un antigeno en el 85%.

Numero de antigenos de quistes y trofozoitos
reconocidos simultaneamente por IgG y
subclases anti-G. duodenalis de pacientes con
giardiosis comprobada parasitolégicamente

El niGmero de antigenos de quistes reconocidos
simultaneamente por IgG total, IgG1 e IgG3 varié
delal2,de3alOydelall, respectivamente
(figura 2).

El nimero de polipéptidos antigénicos de
trofozoitos reconocidos simultdneamente por IgG
total, IgGlelgG3variode1al5,dela8ydela
10, respectivamente (figura 3).
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Nimero de antigenos quistes reconocidos por IgG total, IgG1 e I9G3 anti-Giardia duodenalis

Figura 2. Comparacion del nimero de antigenos de quistes
de Giardia duodenalis reconocidos por IgG total, IgG, e IgG,
de pacientes con giardiosis comprobada parasito-
I6gicamente.

45 0196 Totel
Big61
01363

% de sueros reconocidos por
196G total, 1gG 1 e 1gG 3 anti-Giardia duodenalis

1 2 3 4 5 6 7 [] 9 0 ul 12 18 " 15
Nimero de antigenos de trofozoitos reconocidos por IgG total, IgG1 e 19G3 anti-Giardia duodenalis

Figura 3. Comparacion del nimero de antigenos de
trofozoitos de Giardia duodenalis reconocidos por IgG total,
IgGlt_a |§’]G.3 de pacientes con giardiosis comprobada
parasitolégicamente.

El minimo de antigenos reconocidos simultanea-
mente por IgG total en quistes y trofozoitos fue
de 1y el maximo de 12y 15, respectivamente.

Un minimo de 3y 1 y un maximo de 10y 8
polipéptidos antigénicos de quistes y trofozoitos,
respectivamente, fueron identificados simultanea-
mente por IgG,.

El minimo de antigenos reconocidos
simultdneamente en quistes y trofozoitos por I19G,
fue de 1 y 3 y el maximo de 11 y 10,
respectivamente.

Discusién
Las IgG total, IgG, e IgG, reconocieron antigenos
de quistes y trofozoitos, en tanto que las

subclases IgG, e IgG, no reconocieron ningun
polipéptido antigénico.
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Los antigenos de G. duodenalis fueron realmente
reconocidos por inmunoglobulinas anti-G.
duodenalis, o que puede sefalarse porque la
especificidad del Western blot utilizado en el
estudio qued6 demostrada por la confirmacién
parasitoldgica de la ausencia de G. duodenalisy
otros pardsitos intestinales en meconio de
neonatos y en heces de adultos sanos y la
confirmacion seroldgica de la no deteccion de IgG
total anti-G. duodenalis en muestras de neonato
y de adultos sin giardiosis.

Adicionalmente, no seria prudente afirmar que los
antigenos del parasito reconocidos por sueros de
pacientes con otras parasitosis intestinales y
sospecha clinica de giardiosis sean inespecificos.
Esto porque, aunque parasitolégicamente no se
hubiesen observado quistes o trofozoitos de G.
duodenalis en las heces de los pacientes, no se
puede asegurar que no hubiesen estado en
contacto con el parasito en algin momento de su
vida y desarrollado anticuerpos anti-G. duodenalls,
como se confirmé serolégicamente. Alin mas, se
conoce que E. histolytica puede ser invasivo en
el hospedero y G. duodenalis puede estar en
contacto con el huésped en el intestino delgado.
Por ello, son parasitos intestinales que pueden
inducir respuesta humoral en el hospedero (19,20).
En cambio E. coli, E. nana, I. butschlii, T. hominis,
uncinarias y B. hominis no inducen respuesta
inmune vy, por ende, ninguna produccion de
anticuerpos (21).

La IgG total reconocié antigenos de quistes y
trofozoitos utilizando concentraciones de 0,8 mg/
ml, que es equivalente a 16 mg/20 ml al adicionado
a cada carril del gel de poliacrilamida. Esta
concentracion es mayor en 6 mg/ml y menor en
24 mg/ml a las utilizadas por Janoff et al. (22),
Soliman et al. (23) y Taylor y Wenman (24),
respectivamente.

Los antigenos, independientemente del estadio,
cualitativamente presentaron heterogeneidad en
la tonalidad de coloracion. Esto se debio, quizas,
a las diferencias que puedan existir en avidez y
afinidad de los anticuerpos presentes en el suero
del hospedero. Se conoce que la unién antigeno-
anticuerpo es una funcién tanto de la avidez como
de la concentracion del anticuerpo (25,26).
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La IgG total reconocié 33 antigenos tanto en
quistes como en trofozoitos. El antigeno de 29
kDa sélo fue reconocido en quistes y es propio
de la pared (27) y el de 20 kDa es parte del
citoesqueleto, estructura propia de los trofozoitos
(28).

Erlandsen et al. informaron antigenos de 29, 75,
88 y 102 kDa detectados por anticuerpos
policlonales, desarrollados en conejos contra
quistes de Giardia muris (27). Faubert (11),
corrobord los hallazgos de Gillin et al. (29), quienes
identificaron antigenos de quistes de G. duodenalis
de 21, 28, 36 y 49 kDa, también reconocidos por
anticuerpos policlonales desarrollados en conejo.

En los aislamientos colombianos de G. duodenalis
los antigenos del parasito fueron reconocidos por
IgG anti-G. duodenalis detectada en suero humano.
El antigeno de 29 kDa so6lo fue reconocido en
quistes, los de 49y 75 kDa en quistes y trofozoitos
ylos de 88y 102 kDa en ninguno de los estadios.
Se ha informado que el quiste da origen al
trofozoito, quiza por ello el antigeno de 75 kDaYy,
muy probablemente (aunque ain sin confirmar en
la literatura cientifica), el de 49 kDa sean
identificados en ambos estadios. Se conoce por
los estudios de localizacion ultraestructural que
los antigenos de 29, 75, 88 y 102 kDa se
encuentran asociados con los filamentos de la
superficie externa de los quistes y con los
filamentos estructurales de los trofozoitos en su
proceso de enquistamiento (27).

Los antigenos de trofozoitos que fueron
reconocidos por IgG total, con pesos moleculares
de 20, 22, 23, 26, 35, 38, 42, 43, 52, 60, 62, 65,
68, 72, 75, 99, 110, 133, 145, 155, 180 y 185
kDa, todavia no han sido reconocidos en
aislamientos de G. duodenalis circulantes en otras
regiones geogréficas. Ello sugiere la variabilidad
que existe entre los diferentes aislamientos de G.
duodenalis (30).

Bienz et al. (31) infomaron que durante la infeccién
G. duodenalis sufre variacion antigénica y la
habilidad del parasito para alterar las proteinas
antigénicas de superficie se ha demostrado en
varios estudios. AUn mas, la composicion y
complejidad de aislamientos de G duodenalis
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pueden estar asociadas con aspectos de la
relacion hospedero-parasito (32).

Antigenos de trofozoitos del parasito han sido
reconocidos por IgG total. Asi, los de 27,31y 33
kDa han sido informados por Taylor y Wenman
(24); el de 30 kDa por Janoff et al. (22); los de 30,
31,57,89y 170 kDa por Char et al. (33); los de 49
y 78 kDa por Reiner y Gillin (34), y los de 31, 45
kDay 170 kDa por Char et al. (35). Ello permite
inferir que los antigenos de trofozoitos de
aislamientos colombianos de G. duodenalis de 27,
30, 31, 33, 45, 49, 57, 78, 89 y 170 kDa son
compartidos con aislamientos de G. duodenalis
circulantes en otras regiones geogréficas.

Las subclases IgG, e IgG, reconocieron,
simultaneamente, 18 antigenos con pesos
moleculares entre 42 y 180 kDa. El antigeno de
49 kDa es el iinico comUn con respecto a los siete,
de 25, 33, 49, 56, 64, 103 y 113 kDa, identificados
por las mismas inmunoglobulinas e informados
por Soliman et al. (23). La IgG, reconocio los
polipéptidos antigénicos de 27 y 30 kDa
solamente en quistes y lalgG, el de 185 kDa sélo
en trofozoitos.

Se conoce que diferentes subgrupos de células T
producen citocinas que al parecer afectan la
produccion de subclases de inmunoglubilina G.
Asi, los linfocitos T ayudadores TH, producen
interleucina 4 e inducen respuestas de tipo IgG, e
IgG, (36). Las subclases de IgG, e IgG, son las
inmunoglobulinas que facilmente fijan el
complemento, y la IgG, es la mas habil en la
fijacion de éste, lo cual ha sido comprobado in
vitro al observar la lisis de los trofozoitos de G.
duodenalis (37,38). La subclase IgG, se desarrolla
como una respuesta a la presencia de antigenos
polipeptidicos (39) y la 1gG, a antigenos que
contienen carbohidratos, especialmente en
bacterias patdgenas (40). Algunos autores piensan
que la lisis de protozoos y bacterias patégenas
en el intestino puede ser mediada por la IgG,, tal
vez porque se ha comprobado in vitro que ésta
aglutina trofozoitos del parasito, los cuales
posteriormente son lisados en presencia del
complemento (23,37,38).

Quiza el reconocimiento de los antigenos de 27,
30y 31 kDa por IgG, e IgG, se deba a su mayor
antigenicidad que estimula atin mas a los linfocitos
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TH, para el desarrollo de IgG, e IgG, anti-Giardia.
Las subclases IgG, e 1gG,, cuya respuesta esta
regulada por interferén gamma producido por los
linfocitos T ayudadores, TH, (36), y que tienen una
menor capacidad de fijar el complemento (41), no
reconocieron antigenos ni en quistes ni en
trofozoitos. En 1998, Soliman et al. (23) no
confrontaron anticuerpos IgG, e 19G, anti-Giardia
en suero con el trofozoito del parasito para
detectar proteinas antigénicas.

Las IgG total, IgG, e IgG, reconocieron antigenos
de bajoy alto peso molecular en ambos estadios
de los aislamientos. Estudios de otros autores
informan que constituyen parte de la superficie
de los trofozoitos del parasito los antigenos de
29y 75 kDa (42), 30, 38 y 180 kDa (43), 31y 33
kDa (22,24), 49 kDa (44), y 170 kDa (12). Los
polipéptidos antigénicos localizados en el flagelo
de los trofozoitos han sido los de 30 kDa (28),
155 y 170 kDa (45). Los antigenos que se han
encontrado en el citoesqueleto son los de 29, 30,
31y 60 kDa (28), 155 y 170 kDa (45); el grupo
entre 30-33 kDa es caracteristico de las giardinas
gue se encuentran en el disco ventral. El antigeno
de 57 kDa (33) conforma el citosol, el de 49 kDa
(34) es un antigeno constitutivo, el de 65 kDa (46)
es antigeno de excrecion/secrecion y el de 78
kDa (34), un antigeno regulador.

Los antigenos de quistes y trofozoitos de 52, 62,
78,110y 145 kDa fueron reconocidos, al menos,
por una de las tres inmunoglobulinas (IgG total,
I9G, o IgG,) con frecuencias de 81,9%; 77,8%;
94,4% y 70,8%; 93,1%, y 98,6%, respectiva-
mente. Este hallazgo es importante y permite
proponer la posibilidad de utilizarlos en conjunto
para el desarrollo de inmunoensayos que detecten
anticuerpos IgG anti-G. duodenalis en suero.

Se sugiere que antes de concretar esta posibilidad,
y dada su importancia epidemiolédgica, seria
relevante estudiar el periodo durante el cual los
anticuerpos IgG total, IgG, e IgG, permanecen
en el hospedero después de la resolucién de la
infeccién.
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