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Leido como fue dicho trabajo por cada uno de los Miembros del Jurado, éste se fijo el dia
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la elaboracidén y aprobacién del T.E.G. de los Cursos de Especializacion de la Facultad de
Medicina”, lo que el aspirante hizo en el Salén De Usos Mdiltiples Dr. "Pastor Oropeza”,
Cétedra de Pediatria, Hospital de Nifios "J.M. de los Rios”, ubicado en la Avenida
Vollmer de San Bernardino, Caracas, Venezuela, mediante una exposicion oral de su
contenido durante 45 minutos, luego de lo cual respondié satisfactoriamente a las
preguntas que le fueron formuladas por los Miembros del Jurado durante 45 minutos,
habiendo concluido la discusion del trabajoa las  12:30 PM

Finalizada la defensa publica del trabajo, el Jurado decidié por mayoria absoluta
APROBAR, por considerar, sin hacerse solidario con las ideas expuestas por el autor, que
se ajusta a lo dispuesto y exigido en las normas antes mencionadas.

Para dar este Veredicto el Jurado estimé que la obra examinada: Tiene una importancia
relevante en el diagndstico de las parasitosis, enfermedad frecuente en la poblacion
pedidtrica por lo que se recomienda su publicacién
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RESUMEN

Introduccion: Giardia intestinalis es el protozoario patégeno mds comidn en el ser
humano, y su presencia se relaciona con las condiciones socio sanitarias de la poblacién. Ante la
complejidad para su diagndstico parasitolégico, se han desarrollado técnicas no invasivas para la
deteccion del pardsito en heces, con alta sensibilidad y especificidad. Objetivo: el propdsito de
esta investigacion fue evaluar el test inmunocromatografico RIDA® Quick Cryptosporidium/
Giardia combi, como método para el diagnéstico de giardiosis. Métodos: se realizo el andlisis
coprologico directo y la prueba RIDA, a las muestras de heces de 65 nifios procedentes del
Servicio de Consulta Externa-Triaje del Hospital de Nifios “JM de los Rios”, Caracas, Venezuela,
en el periodo comprendido entre septiembre y noviembre de 2009. Resultados: De 65 pacientes,
18 fueron positivos para Giardia intestinalis (27,7%).De este grupo, 12 fueron diagnosticados a
través del coproanalisis directo (18,5%) y la prueba RIDA, identifico la totalidad de casos
positivos. La diferencia entre la respuesta de la prueba RIDA y del coproanalisis directo en la
deteccién de Giardia intestinalis en heces, fue estadisticamente significativa (p=0,031). La
sensibilidad fue de 100%, y la especificidad de 88,7%. El valor predictivo positivo fue de 66,7%
y el valor predictivo negativo fue de 100%. Conclusién: la prueba inmunocromatografica
RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi constituye un método confiable para el
diagnéstico parasitoldgico de Giardia intestinalis, e ideal como complemento del coproanalisis

directo cuando solo es posible analizar una sola muestra de heces.

Palabras clave: Giardia intestinalis, coproanalisis directo, inmunocromatografia



INTRODUCCION

La enfermedad diarreica constituye un importante problema de salud piblica y representa
la segunda causa de muerte en nifios menores de 5 afios a nivel mundial (1-5) Afecta
fundamentalmente a los habitantes de pafses en vias de desarrollo, en virtud de las precarias
condiciones higiénicas y sanitarias, inadecuada dotacién de agua potable, pobreza, y del bajo
nivel educativo (1-4). Sin embargo, aunque las tasas de mortalidad por diarreas de origen
infeccioso han disminuido en paises desarrollados, ain prevalecen cifras importantes de

morbilidad y los costos asociados por ello (1-2).

Entre las enfermedades infecciosas, la diarrea produce un gran impacto y compromiso de
la salud del nifio, debido a que se modifican los esquemas de alimentacién, y se reduce la
absorcién de nutrientes; aunado al hecho de que afecta fundamentalmente a nifios entre los 0 y 2
afos de edad (1-3). En los primeros seis meses de vida puede ocasionar una alteracién importante
del patrén de crecimiento, distinta a la ocurrida en el contexto de otros procesos infecciosos y a

edades mas avanzadas (1).

En el afio 2000, se estimo una cifra global de 1500 millones de episodios de diarrea, en
menores de 5 afios de edad. En los paises subdesarrollados, la incidencia media anual de las
diarreas de origen infeccioso en nifios menores de 3 afios es de 3 episodios (1-2), mientras que en
Europa la incidencia tiene un rango aproximado de 0,5 a 1,9 episodios en nifios menores de 3
afios y en Los Estados Unidos de Norteamérica un promedio de 1,4 episodios. La mas alta

incidencia se registra en los dos primeros afios de vida, con un pico entre los 6 y 17 meses de
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edad, y en el sexo masculino es ligeramente mas alta que en el femenino (1-2). Para el ano 2002,
en La Regién de Las Américas, se registraron alrededor de 57.000 muertes por enfermedad
diarreica aguda (6) y a nivel mundial, alrededor de 1 de cada 5 muertes infantiles es debida a

diarrea (3-4).

En Venezuela, para el perfodo 2004-2008, el sistema de vigilancia epidemioldgica
nacional registré un acumulado de 10.354.557 episodios. Los nifios menores de un afio fueron los
mis afectados. En el afio 2008 se notificaron 1.768.509 casos de diarrea para todas las edades,
con un 40% en menores de 5 afios. El niimero de muertes registradas por enfermedad diarreica en
menores de cinco afios en el perfodo comprendido entre el afio 2000 al 2007 fue de 9.331
defunciones, lo que represento el 65% del total de muertes ocurridas en el pafs por esta causa; del
total de fallecidos 43% fueron nifios menores de un afio. No obstante, la tasa de afectacion ha
disminuido en este grupo de edad pasando de 168,6 a 68,3 por 100.000 habitantes,
manteniéndose como la tercera causa de muerte en el mismo. En orden decreciente los estados
con mayores defunciones son Delta Amacuro, Miranda, Amazonas, y Zulia, los cuales se
caracterizan por tener grandes poblaciones indigenas, zonas rurales, hoyas hidrograficas

importantes y debilidades en la distribuci6n y accesibilidad a los servicios de salud (1).

Si bien los estudios epidemiolégicos indican que el mayor nimero de casos de diarrea son
de origen viral, las parasitosis intestinales también producen un gran impacto en la salud, y
constituyen una importante causa de enfermedad diarreica y de morbilidad infantil. Se estima que

a nivel mundial mas del 30% de estos casos, son debidos a parasitos (7). Giardia intestinalis es el
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protozoario patégeno mds comdn en el ser humano, y forma parte del grupo de enteropatdgenos
que con mayor frecuencia ocasionan enfermedad gastrointestinal (8-9). La Organizacion Mundial
de la Salud en el afio 2000 reporto 200 millones de personas con giardiosis entre Africa, Asia y
América Latina, y una incidencia de 500.000 casos por afio en estas regiones (10-11). Tiene una
baja prevalencia en paises desarrollados (2-5%), pero llega hasta un 20-30% en los paises en vias

de desarrollo (1-2).

Giardia intestinalis es un parésito ubicuo y su distribucién abarca desde los trépicos hasta
el Artico (9-11), incluso se han informado brotes de tipo epidémico en Japén y en ciudades como
Leningrado y Roma (9). En diversas localidades de Los Estados Unidos de Norteamérica, se han
demostrado tasas de prevalencia de este microorganismo en materia fecal que varfan del 1-20%.
En el afio 2005 el nimero de casos reportados fue de 20.075, por lo que constituye el
enteroparésito de mayor frecuencia en ese pafs asi como en Canadd (9, 12,13). En Colombia,
segiin cifras del afio 2000, la prevalencia es del 12% en la poblacion general, y del 28% en nifios
de 1 a 4 afios de edad (12). En México, la periodicidad de esta parasitosis es muy variable, debido
a que las cifras fluctdan entre 2-39% con una distribucién por grupos de edad de 22% en recién
nacidos, 30% en preescolares, y 20% en escolares. Se calcula que existen nueve millones de
personas infectadas, lo que también convierte a esta protozoariosis en la parasitosis intestinal mas

frecuente en ese pais (9).

Venezuela no se escapa de esta realidad, sin embargo, los registros estadisticos sobre
incidencia y prevalencia de esta entidad nosoldgica son escasos. Es el protozoario patégeno de

4



mayor prevalencia en el pais, y se ha reportado una frecuencia general del 21% (7). En el estado
Zulia, Freites y colaboradores, en el afio 2009, reportaron una prevalencia de 48,7% para las
parasitosis intestinales, encontrdndose como microorganismo patégeno mas frecuente a Giardia
intestinalis con un 13,4% de frecuencia. (15). Leal y colaboradores, en el afio 2008, reportaron
una prevalencia de 18-45% (14). En este mismo estado Rivero y colaboradores, también en la
ciudad de Maracaibo en el afio 2007, reportaron a Giardia intestinalis con un 259% de

frecuencia en escolares con edades comprendidas entre 5 y 10 afios de edad. (16).

Davila y colaboradores, en Mérida, en el afio 2006, reportaron a Entamoeba histolytica
con un 49,1%, Blastocystis hominis con un 32,5%, y Giardia intestinalis con un 18,2% de
frecuencia, como los pardsitos con mayor incidencia. (17). Datos opuestos fueron informados por
Cortez y Freites, en Carabobo, en el afio 2005 con una incidencia para Giardia intestinalis de

6,20% (18).

Con lo expuesto anteriormente, se evidencia que la incidencia y prevalencia de Giardia
intestinalis tienen gran variabilidad, incluso entre comunidades con un contexto socio sanitario

similar (8).



Formulacién y delimitacion del problema

Es conocida la dificultad que existe para el diagndstico parasitolgico de la giardiosis con
un solo examen coprolégico, que detecta Gnicamente el 9% de los casos, comparado con
exdamenes seriados donde la positividad se eleva a 57% (8). Estd establecido que en todas las
técnicas de examen coproparasitolégico por microscopia el rendimiento mejora si se examinan
varias muestras, al menos tres por cada paciente obtenidas en dias alternos, debido a que los
quistes del parasito que constituyen su forma infectante, se eliminan de forma irregular y una sola
muestra de heces puede ser insuficiente. Sin embargo, este. procedimiento resulta impréctico e
incomodo para el paciente y atin con exdmenes seriados dejan de diagnosticarse el 50% de los

casos auténticos (8, 9, 19).

Para el diagndstico en materia fecal formada el examen coproscopico con lugol, y los
métodos de concentracién tales como el método de flotacién de Faust y el de sedimentacién de
Ritchie, resultan dtiles para identificar formas quisticas (20). En caso de que exista diarrea la
mejor opcién es realizar un examen directo en fresco para la bisqueda de trofozoitos, sin
embargo, para que este estudio proporcione resultados satisfactorios es conveniente examinar la
muestra de materia fecal dentro de las dos primeras horas siguientes a su emisiéon. Una de las
limitaciones de este método es que la muestra utilizada generalmente es de escasa cuantia por lo
que este estudio tiene poca sensibilidad; aun asi no se excluye del protocolo para el diagnéstico

de giardiosis (8).
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Cuando hay sospecha clinica de esta parasitosis pero no se identifica el Mmicroorganismo
en examenes reiterados de materia fecal, puede recurrirse a otras técnicas para identificar al
parésito, todas con alta sensibilidad y especificidad, pero costosas, invasivas y dificiles de
realizar. El examen del contenido duodenal obtenido por aspiracién directa o por prueba de la
cuerda, mejor conocido como Enterotest, puede ser diagnéstico, con este método se alcanza un
80-90% de sensibilidad (8). La biopsia de duodeno para estudio anatomo-patolégico, permite
realizar cortes tisulares con el fin de identificar el parasito y otros enteropatégenos, y observar
cambios histolégicos. Se debe considerar una biopsia de intestino delgado en los pacientes que
presenten sintomas clinicos caracteristicos, con resultados negativos en el examen de heces y
alguna de las siguientes situaciones: hallazgos en el transito intestinal de enteropatia inflamatoria,
con o sin malabsorcién, resultado anémalo de la prueba de hidrégeno espirado en aliento, déficit
selectivo de Inmunoglobulina A secretora, hipogammaglobulinemia, aclorhidria, entre otras
(8,21). El andlisis de la muestra de yeyuno obtenida a través de la sonda de Watson y Crosby

tiene una sensibilidad del 95% (8)

La evaluacién microscépica de las heces es considerada como el gold standard o patrén
de oro para el diagnéstico microbiolégico de la infeccién por Giardia intestinalis en la mayoria
de las situaciones, en virtud de su disponibilidad en los laboratorios, costos € inocuidad (19-22).
Sin embargo, el examen directo de materia fecal implica un andlisis minucioso de la muestra,
requiere de personal calificado, y en algunas circunstancias no se logran diagnosticar todos los
casos, en vista de que este no es lo suficientemente sensible para detectar una baja carga

parasitaria. Es por ello que se han desarrollado métodos inmunolégicos para la determinacion de



antigenos de este protozoario en extracto fecal como alternativa, con una sensibilidad y

especificidad superior al 90% (21).

El desarrollo de estas técnicas se inicié con el propésito de facilitar el diagnéstico de gran
parte de las enfermedades infecciosas y su fundamento se basa en la afinidad antigeno-anticuerpo
(23). Desde su descubrimiento a finales del siglo XIX, los anticuerpos han sido considerados
moléculas con gran potencialidad analitica. Sin embargo, fue después de la introduccién por
Georges Kohler y César Milstein en 1975 de la técnica para producir in vitro anticuerpos
monoclonales o de alta especificidad, que se reconoci6 la versatilidad préctica de los mismos. Sus
primeras aplicaciones en el drea clinica se hicieron entre finales de la década de los setenta y
principio de los ochenta en la realizacién de pruebas de histocompatibilidad, reconocimiento de
moléculas de diferenciacion en células normales o tumorales, y de epitopes especificos en virus,

bacterias, parasitos y otros microorganismos (24).

Para la deteccién de antigenos de Giardia intestinalis en heces, las técnicas
inmunoldgicas estandarizadas son la inmunofluorescencia directa, el €nzimoinmunoensayo
(prueba ELISA), y la inmunocromatografia (23). La ventaja de estas es que tienen un nivel de
sensibilidad y especificidad adecuado, y no son invasivas; no obstante ello en pafses como

Venezuela su uso generaria un incremento del presupuesto destinado para el sector salud.

Las pruebas de inmunofluorescencia directa se basan en la adicién de anticuerpos

especificos marcados con una sustancia fluorescente, a una muestra bioldgica determinada. La
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lectura de los resultados se realiza por observacién al microscopio de fluorescencia de los
microorganismos o células infectadas, sobre un fondo oscuro (23). En los ensayos
inmunoenzimaticos, la deteccién del antigeno tiene lugar sobre placas de poliestireno, donde los
anticuerpos especificos estan fijados sobre la superficie de los pocillos. Estos anticuerpos,
retienen a los antigenos que contiene la muestra, y su presencia se revela mediante la utilizacién
de un segundo anticuerpo especifico, conjugado a una enzima. Esta enzima provoca un cambio
de color al interaccionar con el sustrato especifico. A mayor intensidad del color, mayor cantidad

de antigeno fijado al pocillo (23) (Ver anexo #1).

La inmunocromatografia es una de las técnicas de inmunodiagndstico mas modernas. Las
pruebas para el diagnéstico de Giardia intestinalis basadas en este método, precisan una menor
cantidad de muestra, requieren de un entrenamiento sencillo del personal que la va a realizar, y
sus resultados pueden estar disponibles en pocos minutos, motivos por los que su aplicacién en la

deteccién de protozoario supone grandes ventajas (25-26).

El fundamento de esta técnica se basa en el uso de anticuerpos monoclonales especificos
contra diferentes epitopes de un antigeno en particular. La tira de prueba esta dividida en tres
zonas especificas, denominadas zona de conjugado, captura y control. La zona de conjugado, esta
impregnada por un complejo constituido por un anticuerpo especifico contra uno de los epitopes
del antigeno a determinar, y un reactivo de deteccién. Sj la muestra contiene el antigeno en
estudio, esta se unird al complejo mencionado, y migraran a través de una membrana de

nitrocelulosa hacia la zona de captura, en la que se encuentra un segundo anticuerpo especifico



contra otro epitope del antigeno. Una vez alli, el complejo antigeno-anticuerpo especifico-
reactivo de deteccién, quedara retenido junto al segundo anticuerpo, y la linea correspondiente a
la zona de captura se coloreara, interpretindose la reaccién como positiva; si la muestra no
contiene el antigeno problema, el segundo anticuerpo no se uniré a ningin complejo y la linea de
captura quedara transparente, en este caso el resultado se interpreta como negativo. En la zona de
control se encuentra un tercer anticuerpo que reconoce el reactivo de deteccién. Cuando el resto
de la muestra alcanza esta zona, el anticuerpo se unir4 al complejo libre que no quedo retenido en
la zona de captura. La banda correspondiente a la zona de control se coloreara con muestras

positivas y negativas indicando el adecuado funcionamiento del ensayo (27) (Ver anexo #2).

Existen en el mercado varias pruebas inmunocromatograficas comerciales para la
deteccién de antigenos Giardia intestinalis en heces: InmunoCard STAT!® de Meridian,
SIMPLE-READ Giardia de Medical Chemical Corporation, RIDA® Quick Giardia de R-
Biopharm, y pruebas combinadas para la determinacién de antigenos de Giardia y
Cryptosporidium sp: InmunoCard STAT!® Giardia/Cryptosporidium de Meridian, ColorPac®, y

RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi de R-Biopharm (23).

En el mismo orden de ideas, de manera especifica se hard mencién de la prueba RIDA®

Quick Cryptosporidium/Giardia combi, la cual es objeto de la presente investigacion.

El RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi es una prueba de flujo lateral de un

solo paso, en la cual los anticuerpos especificos dirigidos contra ambos pardsitos estan acoplados
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a particulas rojas (especifico para Giardia) y azules (especifico para Cryptosporidium) de l4tex,
que representan el reactivo de deteccién. Otros anticuerpos especificos contra ambos agentes
patdgenos estdn unidos a la membrana de nitrocelulosa. En primer lugar se suspende la muestra
en un buffer de extraccién y se deja sedimentar. Una parte alicuota del sobrenadante claro se
deposita sobre la tira. Si el antigeno del pardsito esta presente en la muestra, se unird al conjugado
reactivo de deteccién - anticuerpo especifico, correra a través de la membrana de nitrocelulosa y
se enlazara en la banda de captura, a un segundo anticuerpo especifico. Segiin el antigeno

presente en la muestra, se observara una linea azul y/o roja (28). (Ver anexo #3 y # 4).

Al hacer uso de la prueba RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi, los resultados
obtenidos siempre deberan interpretarse con el cuadro clinico. Un resultado positivo no descarta
la presencia de otros agentes infecciosos, y un resultado negativo no excluye una posible
infeccion por Giardia intestinalis. La excrecién intermitente de quistes del parésito, una cantidad
baja del antigeno en la muestra, o la conservacién inadecuada de la misma, con la subsecuente
degradacion del antigeno, pueden dar lugar a un resultado falso negativo. De cualquier modo, si
existe la sospecha clinica de la parasitosis se debe repetir el andlisis en una segunda muestra del
paciente. Estas se consideran limitaciones de la prueba (28). No se ha descrito reaccién cruzada

con otros parasitos intestinales (28).

Antecedentes

Costache y colaboradores compararon la prueba RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia
combi frente a el andlisis coproldgico convencional (21), y encontraron un 100% de concordancia
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en cuanto a sensibilidad y especificidad entre ambos métodos, solo cuando se analizaron tres y
cuatro muestras de materia fecal por microscopia, y es conocida la dificultad que esto entraia,
particularmente en el medio hospitalario. La casa fabricante del producto R-Biopharm, compar6
la banda especifica de Giardia de la prueba RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia con la
microscopia, y reportaron una sensibilidad y especificidad de 100% y 95,2% respectivamente; el
valor predictivo positivo fue 88,2%, y el valor predictivo negativo fue 100% (28); Weitzel y
colaboradores, afirmaron que las técnicas de inmunodiagndstico pueden ser utilizadas como
complemento pero no como sustitutos de los métodos de microscopia en el diagndstico de

giardiosis (29).

Es importante destacar, que inicialmente se pretendia comparar el test RIDASCREEN®
Giardia (31), un enzimoinmunoanalisis para la deteccién de Giardia intestinalis en materia fecal,
con el coproanalisis directo, sin embargo ante la necesidad de microplacas de titulacion y un
espectrofotémetro para su lectura, equipos de los que no dispone el laboratorio central del
Hospital de Nifios “JM de los Rios”, se decidié realizar la investigacién con la prueba RIDA®

Quick Cryptosporidium/Giardia combi, en vista de la menor complejidad para su ejecucion.

Marco tedrico
Biologia del parasito

La especie Giardia intestinalis se encuentra clasificada dentro de la clase
Zoomastigophorea. Pertenece al orden Diplomaida, familia Hexamitidae, un rubro que incluye a

los protozoarios que presentan flagelos, axostilo, dos nicleos y simetria bilateral (9). En la
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naturaleza, Giardia intestinalis se presenta bajo dos formas: el trofozoito o forma mévil, y el

quiste o forma infectante. Es un parasito extracelular y anaerobio (8, 9,19, 20, 21).

El ciclo bioldgico se inicia con la ingestién de quistes del parésito, requiriéndose entre
diez y cien para provocar infeccion. La exposicién a materia fecal diseminada en el ambiente
como consecuencia de la defecacién al ras del suelo, representa un importante modo de
transmision, debido a que por lo comiin el nimero de quistes contenidos en una muestra de heces
de un paciente con infeccién moderada es de aproximadamente 300 millones (9,12). El periodo

de incubacién es de 1 a 4 semanas (19).

Se ha comprobado que la leche materna, contiene glucoconjugados y anticuerpos de tipo
IgA secretora que confieren protecciéon a los lactantes frente a la infeccién por Giardia

intestinalis (19,21).

Otro proceso implicado en la transmision del pardsito, es el consumo de alimentos mal
lavados o que hayan sido regados con aguas servidas. También se han registrado brotes por
transmision hidrica. En relacién con este mecanismo, cabe hacer la consideracién de la gran
resistencia que presentan los quistes en soluciones hipoténicas como el agua. Se ha visto que en
agua a 21 grados centigrados los quistes pueden sobrevivir cerca de un mes y a 8 grados
centigrados por mas de dos meses; no obstante no resisten la desecacion ni temperaturas mayores
de 50 grados centigrados durante 15 minutos (8-9). Tienen gran resistencia a los desinfectantes

clorados, lo cual adquiere especial importancia en lo referente al uso de piscinas, y su viabilidad
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tampoco suele afectarse por el empleo de estas soluciones a las concentraciones que se utilizan
para potabilizar el agua. Para que el agua sea apta para el consumo debe ser sedimentada, filtrada

y hervida (6, 9, 19).

Los brotes a través del agua, fueron descritos por primera vez en Los Estados Unidos de
Norteamérica en los afios 60. El 64% de los brotes reportados por contaminacién del agua a nivel
mundial, se han originado por el paso de aguas negras hacia las tuberfas de suministro de agua
potable, lo cual ocurre debido a la produccién de fisuras en tuberfas viejas, o cruce de
correcciones y reparaciones. Los brotes también pueden producirse por fallas en los sistemas de
filtracion (30). En un estudio realizado en el estado Zulia en el afio 2009, sobre el papel del agua
para consumo en la infeccién por Giardia intestinalis, Bracho y colaboradores encontraron que
en todos los casos de diarrea donde se detecto este pardsito como agente causal, se comprobé en
un 100% la importancia del agua en su transmisién, debido a que este protozoario se identifico

tanto en las heces como en el agua que estos consumian. (7).

Es importante destacar que la transmisién también puede ocurrir a través de fémites como
pasamanos, billetes, monedas, muebles de bafio, juguetes, y el contacto persona a persona, en
particular en dreas con malas condiciones de higiene, y hacinamiento. La susceptibilidad
individual, la falta de entrenamiento en el uso del bafio, y la contaminacion fecal del medio,
predisponen a la transmision de enteropatégenos incluida Giardia intestinalis en las guarderfas.
Estos centros desempefian un papel importante en la transmisién del parasito en el medio urbano;

las tasas de brotes familiares secundarios llegan a un 17-30%. Los nifios de las guarderfas pueden
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excretar quistes durante meses y los residentes de instituciones para discapacitados mentales
también presentan mayor riesgo para adquirir la infeccion (12,21). Los manipuladores de

alimentos infectados, también juegan un rol importante en la transmisién de esta parasitosis (14).

Por otra parte, se ha sefialado infeccién adquirida por contacto sexual, en particular en
homosexuales que practican la felacién y el sexo anal, lo que da lugar al Sindrome intestinal del

homosexual (9,12).

Los artrépodos son importantes como vectores mecdnicos en la cadena de transmision.
Estd demostrado que los quistes de Giardia intestinalis pueden sobrevivir varios dias en el
intestino de la cucaracha y que son capaces de atravesar sin alteraciones el intestino de las

moscas (9). El castor y el perro pueden actuar como reservorio del protozoario (8-9).

Las inmunodeficiencias humorales, como la inmunodeficiencia variable comin, la
agammaglobulinemia ligada al cromosoma X, y el déficit selectivo de inmunoglobulina A (IgA)
predisponen a la infeccion crénica sintomatica por Giardia intestinalis en humanos. Algunos
informes sugieren que podrian producirse infecciones graves, a menudo refractarias al
tratamiento, en individuos con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Los pacientes
con fibrosis quistica tienen una incidencia mas alta de giardiosis, probablemente debido a la
mayor cantidad de moco, que puede proteger al parasito de los factores del huésped en el

duodeno (21).



Patogenia de la infecciéon

La inmunologia revelo los mecanismos a través de los cuales Giardia intestinalis produce
dafio tisular. Cuando el pardsito logra traspasar el piloro conservando su vitalidad, se
desencadenan una serie de mecanismos humorales para evitar la infeccion; se trata por una parte,
de la produccién de anticuerpos IgM e IgG en la mucosa duodenal, dirigidos contra los antigenos
de superficie de los trofozoitos. De hecho se han demostrado anticuerpos IgG circulantes, que
ademds de confirmar la teorfa inmunogenica de la giardiosis, son de gran utilidad para el
diagnéstico en la practica (8). En relacién con la IgA, la exploracion ha sido mas laboriosa. En
Francia, Briaud y colaboradores a través de la técnica de inmunofluorescencia directa
demostraron una brillante fluorescencia de trofozoitos de Giardia, especificamente en su
membrana dorsal, pero solo de las cadenas ligeras y pesadas de la IgA, en pacientes humanos
inmunocompetentes afectados de giardiosis, confirmada por biopsia yeyunal. Sin lugar a dudas

esta reaccion anti IgA encontrada en la superficie de la mucosa intestinal, representa una

respuesta local de anticuerpos contra el parésito (8).

Ademds de estos mecanismos humorales, el organismo dispone de monocitos y
macréfagos que son citotoxicos para Giardia intestinalis. Existe la hipétesis de que, al igual de lo
que ocurre con el rechazo de aloinjertos, al estar presente el parisito, las células T reaccionarfan
vigorosamente frente a este, liberando linfoquinas que lesionarfan los enterocitos (8). De modo

que, en sentido metafdrico, los enterocitos serfan las victimas de la batalla que se libra en el

intestino entre los linfocitos T y el parasito.



Entre la cuarta a sexta semana de haberse iniciado la infeccion, los parasitos disminuyen,
los linfocitos de la mucosa aumentan, y esta respuesta permite que se establezca memoria
inmunoldgica. Esto explica porque la giardiosis sintomatica es mas frecuente en lactantes y
preescolares que otros grupos etarios. Cuando la inmunidad del huésped estd comprometida,
bastan unas pocas formas parasitarias para provocar diarrea y lesiones del intestino. Esto
contradice una antigua opinién segin la cual se necesitaba una parasitosis masiva para explicar
cuadros de diarrea rebelde o de dolor abdominal recurrente (8). También se ha reconocido la

asociacién de giardiosis sintomdtica y el sobrecrecimiento bacteriano en el intestino delgado (8,

9,21).

Manifestaciones clinicas

La infeccién por Giardia intestinalis produce un amplio espectro de manifestaciones
clinicas, lo cual depende de la interaccion entre el parasito y el huésped (20) Una vez establecida
la infeccidn, el nifio puede presentar excrecion asintomatica del parasito, diarrea aguda o crénica
con o sin malaabsorcion, e incluso retardo del crecimiento (21). Es importante destacar que gran
parte de los casos de giardiosis cursan de manera asintomatica 8,9, 10, 11, 19, 20) En un
estudio realizado por Giraldo y colaboradores, la prevalencia de Giardia intestinalis no presento

asociacién con diarrea (p=0,35) ni con dolor abdominal (p=0,17) (12).

La mayoria de los pacientes sintomdticos presenta un perfodo limitado de diarrea aguda,
nauseas y anorexia. Las heces son acuosas y profusas, y no contienen sangre, moco, o leucocitos.

Desde el punto de vista fisiopatoldgico la diarrea es de tipo osmético. El parasito por accién
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directa o inmunogenica, ocasiona dafio del borde en cepillo de los enterocitos, originando
deficiencia de lactasa. La lactosa no desdoblada, atrae agua a la luz intestinal en tal cantidad que
el colon es incapaz de reabsorberla, la flora bacteriana del colon fermenta este disacdrido y
genera 4cido l4ctico que aumenta el péristaltismo y da a las heces un olor dcido que asociado al
caracter acuoso, pH de 5,5 o inferior y la presencia de aziicares reductores, hacen sospechar de

giardiosis en un andlisis coprol6gico directo particularmente cuando se prolongan los sintomas

(8,21).

Giardia intestinalis también ocasiona diarrea persistente y crénica (8). Las heces son
grasosas, fétidas, y flotantes. Estas deposiciones andmalas pueden alternarse con periodos de
estrefiimiento y ritmo intestinal normal (8,21). Ante estos sintomas, si bien hay que pensar en
causas como la enfermedad celfaca, fibrosis quistica, abetalipoproteinemia, acrodermatitis
enteropatica, intolerancia o alergia a la protefna de la leche de vaca, entre otras, en paises con alta
prevalencia de giardiosis, esta parasitosis debe constituir un diagnéstico diferencial. Se ha visto
que en areas donde la enfermedad es endémica, infecciones repetidas pueden ocasionar una
alteracion del desarrollo neurolégico del nifio particularmente en los dos primeros afios de vida,
debido a que el parésito a nivel de la mucosa del intestino delgado, compromete la absorcién de

grasas y de micronutrientes como el zinc, esenciales para este proceso (11, 12,21, 32).

El dolor abdominal es de localizacién epigdstrica o peri umbilical, por lo general de
moderada a fuerte intensidad y relacionado con las comidas, similar al dolor de la enfermedad

ulcero péptica y su origen es la lesion duodenal ocasionada por el pardsito. En ocasiones los
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trofozoitos pueden migrar a la bilis o a los conductos pancredticos, pero esta situacién es rara.
Otras manifestaciones no gastrointestinales asociadas a la infeccion por Giardia intestinalis, son
la urticaria recurrente y el angioedema (8, 11,21), y se han descrito artritis, retinitis e iridociclitis

(11).

Diagnoéstico

Realizar el diagnéstico de Giardia intestinalis, en la mayoria de los casos resulta
complejo, no solo desde el punto de vista parasitolégico como ya se ha mencionado, sino también
desde el punto de vista clinico, debido a la gran proporcién de pacientes con excrecién
asintomdtica de sus quistes. Esta situacién no permite un adecuado registro estadistico de la
ocurrencia de esta parasitosis (8, 10, 12). Se debe sospechar giardiosis en nifios que acuden a
guarderias, particularmente lactantes y preescolares, y toda persona en contacto con un caso
conocido o con antecedentes de viaje reciente a un drea endémica que presente sintomas
sugestivos de esta parasitosis, que no puedan ser explicados por otras patologias no infecciosas
(3, 21, 22), en especial si habita en zonas de pobreza extrema. Es importante destacar, que

Giardia intestinalis no es invasiva y no produce eosinofilia (21)

Tratamiento

Para el tratamiento de esta parasitosis, las drogas de eleccién son el metronidazol, el
tinidazol, la nitazoxanida y el secnidazol Un curso de metronidazol de 5-7 dias induce una tasa de
curacion de 80-95%; el tinidazol del 80-100%. Con respecto a la nitazoxanida, un curso de 3 dias,

es tan eficaz como el metronidazol y tiene la ventaja de tratar otros parasitos intestinales. El
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secnidazol induce una tasa de curacién de 97-100% (8,19). En relacién con los portadores
asintomdticos, actualmente la recomendacién de la Organizaciéon Mundial de la Salud es tratarlos.
(12). La justificacién para ello, es la dificultad que existe para erradicar al parasito en vista de la
gran proporcion de pacientes infectados que no cursan con sintomas; ademds de que los quistes
son viables hasta por dos meses fuera del huésped, todo lo cual contribuye a perpetuar el ciclo

bioldgico de este protozoario en la naturaleza. (12,33).

Prevenciéon

En las guarderias se debe hacer énfasis en mejorar las condiciones sanitarias y la higiene
personal y de las manos de los empleados y los nifios, en especial después de hacer uso del bafio
o de manipular pafiales con excrementos. Cuando existe la sospecha de un brote, se debera
notificar al departamento de epidemiologia correspondiente a la localidad, e iniciar una
investigaci6n para identificar y tratar a todos los nifios, el personal de la guarderia y los familiares
infectados por el parésito, sintomaticos o no. Los nifios que presenten diarrea, no deberdn asistir a

sus actividades escolares hasta que se encuentren asintomaticos. (19).



Hipotesis
Ante la complejidad para el diagnéstico parasitolégico de Giardia intestinalis, surge la

siguiente interrogante:

;Cudl es la confiabilidad del RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi como prueba
diagnéstica en la identificacion de Giardia intestinalis en materia fecal en relacién con el
coproanalisis directo en la poblacién que acude al servicio de Consulta Externa-Triaje del

Hospital de Nifios “JM de los Rios”?

Objetivo general

Evaluar el test inmunocromatografico rdapido RIDA® Quick Cryptosporidium/ Giardia
combi como prueba para la determinacién de Giardia intestinalis en heces sobre la base de la

comparacion con el coproanalisis directo.

Objetivos especificos

1. Realizar el analisis coproldgico directo y el test inmunocromatogrifico RIDA® Quick
Cryptosporidium/Giardia combi a muestras de materia fecal de nifios con edades

comprendidas entre 2 y 10 afios de edad.

2. Calcular la sensibilidad y especificidad del test inmunocromatografico RIDA® Quick

Cryptosporidium/Giardia combi en la muestra objeto de estudio.
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3. Establecer ventajas y desventajas del coproanalisis directo y el test inmunocromatografico

RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi como pruebas para el diagnéstico de

giardiosis.



METODOS

Tipo de estudio

Se trata de un estudio prospectivo y analitico-correlacional, cuya muestra la constituyeron
pacientes del servicio de Consulta Externa-Triaje del Hospital de Nifios “JM de los Rios”,
ubicado en la ciudad de Caracas, urbanizacién San Bernardino, en el periodo comprendido entre

los meses septiembre a noviembre de 2009.

Poblacion y muestra

Para la recoleccion de la muestra se tomaron al azar, nifios sin historia clinica conocida de
giardiosis u otra patologia, con edades comprendidas entre 2 y 10 afios de edad, cuyos
representantes consignaran en el laboratorio central del Hospital de nifios “JM de los Rios” un
espécimen de materia fecal para su estudio coprolégico. Se realizo un muestreo intencional no
probabilistico, y se recopilo un total de 65 pacientes, en vista de que solo se conto con ese
nimero de tiras para la prueba RIDA, ademds de la dificultad que existi6 para captar a los

pacientes.

Técnicas y procedimientos

Se realizo el andlisis de cada una de estas muestras de materia fecal bajo visualizacion
directa a través del microscopio dptico. Para ello, una porcién de la misma se dispuso sobre una
ldmina portaobjetos, y se mezclo con una gota de solucién salina al 0,9%: se cubrié y se observo

al microscopio. Asf mismo sobre otra ldmina portaobjetos se dispuso otra porcidn de la muestra y

23



se mezclo con una gota de lugol; se cubri6 y se observo al microscopio. Pardsitos méviles y
protozoarios se pueden apreciar con solucién salina al 0,9%: huevos, quistes y larvas, se pueden
apreciar con lugol (20). La visualizacién al microscopio Optico, se hizo con objetivos de
inmersién de 10X hasta 40X cuando fue necesario, y estuvo a cargo de varios bioanalistas del
laboratorio. Se estudio una sola muestra de materia fecal por paciente, en vista de la dificultad
que represento realizar en el hospital sede de esta investigacién, un andlisis seriado de 3 o mds

muestras a intervalos de 2 o 3 dfas entre una y otra.

La porcion restante de cada una de las muestras evaluadas por microscopia dptica bajo las
técnicas ya descritas, fueron conservadas a temperatura de 2 grados centigrados con la finalidad
de impedir la degradaci6n de los antigenos de Giardia intestinalis que pudieran estar presentes en
ellas. Posterior a 4 dias de almacenamiento, las muestras fueron analizadas con la prueba répida
inmunocromatografica cualitativa RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi. En este caso,

también se evalué un solo espécimen de materia fecal por paciente.

Se emplearon un total de 3 envases. Cada uno contenia 25 tiras de prueba o strip, 30 ml
de édzida de sodio al 0,1%, (buffer de extraccion), y 25 pipetas desechables, para un total de 75
elementos; no obstante 10 de estos se emplearon para la induccién del procedimiento. La
realizacion de la prueba estuvo a cargo de 2 auxiliares de laboratorio con experiencia en el area.
Si bien el objetivo del estudio no fue la investigacion de Cryptosporidium sp, la razén de llevar a
cabo la prueba para diagndstico de ambos agentes patbgenos, fue la no disponibilidad en

Corpodiagnéstica C.A del kit para determinacién exclusiva de Giardia intestinalis. Es importante
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destacar, que no se ha descrito reaccion cruzada entre los antigenos de estos parasitos, ni con los
de otras formas parasitarias (28) y que solo se hizo la evaluacién de la banda especifica de

Giardia.

Para la realizacién de esta prueba cada envase se conservo a temperatura de 2°C. Las
muestras, el buffer de extraccion y las tiras de prueba se ajustaron a temperatura ambiente antes
de ser utilizadas. Durante el procedimiento se evito la incidencia de luz solar. En un tubo de
ensayo, se verti6 1 ml de buffer de extraccién y se agrego una porcién de la muestra. Acto
seguido, se coloco en un agitador vortex el tubo con la muestra para homogeneizarla, a una
velocidad de 50 rpm por un lapso de 5 minutos. Una vez obtenida la mezcla, el sobrenadante de
la misma se coloco en un nuevo tubo estéril, con la precauciéon de no pasar ninguna particula
solida. La tira de prueba se sumergi6 la distancia indicada por la casa fabricante para permitir que

el liquido fluyera sin impedimento. Después de transcurridos 5 minutos se leyé el resultado.

La interpretacion de la reaccidn se realizo de la siguiente manera (28)

Desde el punto de aplicacion de la muestra:

Banda azul, banda roja y banda verde (de control) visibles: Cryptosporidium y Giardia

positivos
Banda roja y banda verde visibles: Giardia positivo
Banda azul y banda verde visibles; Cryptosporidium positivo

Solo banda verde visible: negativo

o
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No banda visible u otra coloracién: invalido (Ver anexos # 3 y#4).

Posterior al procedimiento, las muestras y los materiales empleados fueron descartados.
Las tiras de prueba restantes se almacenaron nuevamente en el envase de forma hermética, y se

conservaron a temperatura de 2°C, hasta completar 65 pruebas.

Métodos estadisticos

Para las variables coproanalisis directo y prueba RIDA, se calcularon frecuencias y
porcentajes. Asi mismo, se calcularon la sensibilidad, especificidad, y los valores predictivos

positivo y negativo de ambas pruebas.

La relacion entre las variables coproanalisis directo y prueba RIDA, se analizo con la

prueba exacta de Fisher, y se utilizo un valor significativo de contraste menor al 5%.

Parala edad y el sexo, también se calcularon sus respectivas frecuencias y porcentajes.
La relacion entre estas y la variable diagnéstico parasitol6gico se analizo con la prueba de Chi

cuadrado.

Los célculos estadisticos se hicieron con la aplicacion EPIDAT 5.1



RESULTADOS

Se considero para este estudio una muestra al azar, constituida por 65 pacientes en
quienes se realizo el andlisis coproldgico directo con solucién salina y lugol, y la prueba RIDA®

Quick Cryptosporidium/Giardia combi en una tnica muestra de heces.

Solo se evidencio en una de las tiras de prueba una banda azul correspondiente a
positividad para Cryptosporidium. (Ver anexo # 4). Ninguna de las reacciones se considero

invalida.



Tabla 1

Relacion del resultado de la prueba RIDA y el coproanalisis directo

Coproanalisis directo

RIDA Positivo Negativo Total
Positivo 12 6 18
Negativo 0 47 47
Total 12 53 65

p exacta de Fisher = 0,031

La tabla 1 expresa la relacion entre las variables coproanalisis directo y prueba RIDA. Se
registraron un total de 18 casos positivos. De estos, solo 12 fueron diagnosticados a través del
coproanalisis directo. La prueba inmunocromatografica RIDA permitié detectar el pardsito en
todos los casos. Con respecto a los casos negativos, se registro un total de 53 con el coproanalisis

directo y 47 con la prueba RIDA.



Tabla 2

Valores diagnésticos de la prueba RIDA para la deteccion de Giardia

intestinalis en materia fecal

Parametros Valor IC-95%
Sensibilidad 100,0 95,8 - 100,0
Especificidad 88,7 79,2 -982
VPP 66,7 42,1-91,2
VPN 100,0 98,9 - 100,0

La Tabla 2 muestra los valores diagnésticos de la prueba RIDA. Se obtuvo un valor de
sensibilidad de 100,0% (IC-95%: 95,8 — 100,0); mientras que la especificidad fue de 88,7% (IC-
95%: 79,2 — 98,2) Los valores relacionados a la probabilidad post-prueba, indicaron un valor
predictivo positivo (VPP) de 66,7% (IC-95%: 42,1 — 91,2); mientras que el valor predictivo

negativo (VPN) fue de 100,0% (IC-95%: 98,9 — 100,0).



Tabla 3

Distribucién de la muestra segiin diagnéstico parasitologico y sexo

Quistes de Giardia intestinalis

Si No
Sexo n % n %o
Masculino 5 41,7 29 54,7
Femenino 7 58,3 24 45,3
Total 12 100,0 53 100,0

x> = 0,668 (p = 0,414)

La tabla numero 3, representa la relacién entre las variables sexo y diagndstico
parasitologico. Del total de pacientes masculinos, 5 fueron positivos para Giardia y 29 fueron

negativos. Con respecto al sexo femenino, 7 fueron positivos y 24 fueron negativos.
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Tabla 4

Distribucién de la muestra segiin diagnéstico parasitologico y edad.

Quistes de Giardia intestinalis

Si No
Edades n % n %o
2-4 10 83,3 25 47,2
5-7 0 0,0 19 35,8
8-10 2 16,7 9 17,0
Total 12 100,0 53 100,0

x> = 6,679 (p = 0,035)

La tabla 4 representa la relacién entre la variable edad y diagndstico parasitolégico. En el
grupo de 2-4 afios se encontraron 10 casos positivos y en el grupo de 8-10 afios, 2 casos
positivos. En el grupo de 5-7 afios no se detecto el parasito por andlisis coprolégico simple. En lo
referente a los casos negativos, en el grupo de 2-4 afios se registraron 25 casos; en el grupo de 5-7

anos 19 casos; y en el grupo de 8-10 afios 9 casos.
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Grafico 1

Distribucién de la muestra segin resultado del coproanalisis directo

81,5%

LIZI Positivo @ Negatim

En este gréfico se expresan las frecuencias y porcentajes de la variable coproanalisis

directo. Se registraron 12 casos positivos y 53 casos negativos con esta técnica.
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Grafico 2

Distribucion de la muestra segiin resultado de la prueba RIDA

O Positivo E Negativo

El grafico numero 2 representa la distribucion por frecuencia y porcentaje de la variable Prueba

RIDA. Se registro un total de 18 pacientes positivos y 47 pacientes negativos con este método.
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Grafico 3

Distribucién de la muestra segin grupos de edad (anos)

35
53,8%

02-4m5-708-10

En este grafico se representa la distribucién de la variable edad por frecuencia y

porcentaje. 35 pacientes estuvieron en el grupo de 2-4 afios de edad, 19 pacientes en el grupo de
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5-7 afios, y en el grupo de 8-10 afios un total de 11 pacientes. La edad media calculada para la

muestra fue de 4,8 + 2.3 afios.
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Gréfico 4

Distribucion de la muestra segin sexo.

31

47,70/0 34

52,3%

'OMasculino B Femeninoj

En el grifico nimero 4 se representa la distribucién por frecuencia y porcentaje de la variable
sexo. En este estudio, 34 pacientes fueron del sexo masculino fue y 31 pacientes fueron del sexo

femenino.
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DISCUSION

El diagnéstico parasitolégico de la giardiosis, siempre ha constituido un desafio para el
pediatra y el especialista en gastroenterologia, aun después de obtener por medio de la historia

clinico-epidemiolégica datos manifiestos de esta patologia.

A este respecto, es importante destacar que si bien no cabe duda del papel fundamental
que tiene la historia médica en el diagnéstico de esta parasitosis, para los efectos de esta
investigacion, se tomo una muestra al azar, sin conocimiento de sintomas y signos de
enfermedad gastrointestinal, o sugestivos de giardiosis en estos pacientes. Se considero para la
toma de esta decisién en primer lugar la alta prevalencia de esta entidad nosolégica en
Venezuela, con una frecuencia que oscila entre 20-30% (1, 2, 14, 15, 16, 17,18), lo cual se
corresponde con las condiciones de insalubridad presentes en la mayoria de los hogares, realidad
de la que no se escapan los nifios que son atendidos en el Servicio de Consulta Externa-Triaje del
Hospital de nifios “IM de los Rios”. En segundo lugar se tomo en cuenta la dificultad de los

autores para acudir al mencionado servicio, y aplicar un instrumento de recoleccién de datos.

La prueba gold standard en este estudio fue el coproandlisis directo. De acuerdo con lo
descrito en la literatura (8, 9, 21), y a lo informado por Costache y colaboradores, Weitzel y
colaboradores, y Garcia y colaboradores entre otros (22, 29, 34), en estudios clinicos donde el
objetivo ha sido evaluar pruebas diagnésticas para la deteccién de Giardia intestinalis en heces,

el andlisis coproparasitolégico directo por microscopfa constituye en la mayoria de los casos, la
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prueba de referencia frente a la cual se comparan otras técnicas, debido a su facil acceso e

inocuidad para el paciente.

De los 65 nifios que conformaron la muestra objeto de este estudio, 12 tuvieron quistes de
Giardia en sus heces, lo que corresponde con un 18,5%; y en los 53 restantes que representan el

81,5% de la muestra no se observaron parasitos cuando se realizo el anilisis coproparasitolégico

directo.

Con respecto a la prueba RIDA, de 65 pacientes, 18 fueron diagnosticados como positivos
para Giardia intestinalis, lo que representa el 27,7% de la muestra total, y en 47 pacientes no
hubo positividad para el parasito (72,3 %). La diferencia evidente observada entre ambas pruebas

diagnésticas permite realizar la siguiente discusién:

Al compararse la prueba RIDA con el coproanalisis directo como método diagnéstico
para la deteccién de antigenos de Giardia intestinalis en materia fecal, se observo un cambio en
la respuesta de la prueba inmunocromatografica con respecto al andlisis coprolégico directo por
microscopia. En 6 de los 18 pacientes con diagnostico de giardiosis, el andlisis directo de materia
fecal no reporto la presencia del parésito y posteriormente al realizar la prueba RIDA resultaron

positivos. Esta diferencia fue estadisticamente significativa (p=0,031) (Ver Tabla 1).



Ahora, si bien es cierto que con todo Io anteriormente planteado pudiéramos inferir que la
prueba RIDA resultaria preferible al coproanalisis directo para el diagnéstico parasitoldgico de
Giardia intestinalis, se debe destacar que se realizo el andlisis coprolégico de una sola muestra
heces, y no la evaluacién de 3 muestras a intervalo de 2 a 3 dias entre una y otra, que seria lo
ideal ante la sospecha clinica de infeccién por Giardia intestinalis, con la finalidad de aumentar
la sensibilidad del coproanalisis directo, y por ende la posibilidad de detectar el parésito.
Costache y colaboradores, en Rumania, compararon la prueba inmunocromatogréfica RIDA®
Quick Cryptosporidium/Giardia combj con el coproanalisis directo (22) y se observo un 100% de
concordancia tanto en sensibilidad como en especificidad entre ambas pruebas, solo cuando
fueron analizadas 3 y 4 muestras de materia fecal por microscopia, incluso cuando se analizaron

4 especimenes con intervalo de 3 dias entre uno y otro, la sensibilidad del examen coprolégico

directo fue de 100%.

La sensibilidad de la prueba RIDA en este estudio fue de 100%; lo cual implica que la
totalidad de los nifios con diagnéstico de giardiosis por coproandlisis directo, fueron también

positivos cuando se realizo la prueba inmunocromatogréfica en sus heces (Ver Tabla 2).

En un estudio clinico realizado por R-Biopharm, la casa fabricante del producto, la
sensibilidad de la prueba, evaluando Gnicamente la banda especifica de Giardia, con respecto a la
microscopia fue de igual modo 100% (28); Garcia y Garcia (34), compararon una prueba de
inmunocromatografia de otra casa fabricante (Medical Chemical Corporation), con igual

fundamento a la prueba RIDA, con el andlisis coproldgico directo por método de concentracion,
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y la sensibilidad calculada fue de 97,2%; por su parte Weitzel y colaboradores en Berlin,
Alemania (29), evaluaron siete pruebas de inmunoensayo con respecto al analisis por microscopia
mds inmunofluorescencia directa de muestras de materia fecal, y la sensibilidad reportada para la
prueba RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi fue de 80%. Es importante destacar que

en todos estos estudios, se evalud una sola muestra de heces.

De acuerdo con los resultados obtenidos y con lo reportado en estudios previos, se puede
afirmar que la prueba inmunocromatografica RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi
tiene una alta sensibilidad y por tanto, puede constituir un método complementario, en aquellos
casos en los que solo es posible analizar una sola muestra de heces. Esto permitiria realizar con
mayor precision el diagnéstico parasitolégico. Esta deduccién reviste especial importancia para la
poblacion que es atendida en el Servicio de Consulta Externa-Triaje del Hospital de Nifios “JM
de los Rios”, dada la dificultad que existe para realizar anélisis seriados de materia fecal ante la

sospecha clinica de giardiosis.

Con respecto a la especificidad, en esta investigacién la prueba RIDA tuvo un valor de
88,7%, de manera que esta prueba confirmo la ausencia de enfermedad en este grupo de
pacientes. En el estudio de Weitzel y colaboradores la especificidad de la prueba RIDA fue de
98%; R-Biopharm obtuvo una especificidad de 95,2%; y en el estudio de Garcia y Garcia, la

especificidad calculada fue de 100% (28, 29,34) (Ver Tabla 2).
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Ante el resultado de especificidad calculado para la prueba RIDA en este estudio, se
podria pensar que un 11,3% de los pacientes sin evidencia de quistes de Giardia en el andlisis
coprolégico convencional, fueron falsos positivos al realizar la prueba RIDA. Sin embargo, este
porcentaje representa los 6 pacientes que no fueron diagnosticados en un inicio a través del
coproanalisis directo, y que finalmente resultaron positivos con la prueba RIDA. Esta situacion es
la expresién concreta de que el andlisis microscépico de una sola muestra de heces no es un
método lo suficientemente sensible y especifico para el diagnostico parasitolégico de giardiosis,

aun cuando no se descarta su importancia en el protocolo para deteccién de Giardia intestinalis.

El valor predictivo positivo de la prueba RIDA en esta investigacién fue de 66,7%. Se
pudiera inferir que un 33,3% de los nifios con prueba RIDA positiva para Giardia intestinalis, no
tenian quistes del pardsito en sus heces. Nuevamente, este 33,3% corresponde a los 6 pacientes
en los que no se evidenciaron quistes del parésito a través del anlisis coprolégico directo de una

sola muestra de heces, pero que si fueron diagnosticados con la prueba inmunocromatografica

RIDA (Ver Tabla 2).

Resultados diferentes observamos en los estudios de Weitzel y colaboradores (valor
predictivo positivo 100%), R-Biopharm (valor predictivo positivo 88,2%), y Garcia y Garcia
(valor predictivo positivo 100%). En estos estudios también se analizo una sola muestra de heces.
La inmunofluorescencia directa, el analisis microscépico convencional y por método de

concentracion respectivamente, constituyeron las pruebas de referencia.
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Otra de las causas que pueden condicionar un bajo valor predictivo positivo para
determinada prueba diagndstica, es que exista una baja proporcién de casos positivos en la
muestra objeto de estudio, o una baja prevalencia de la patologia en la poblacién (41). Sin
embargo no se considero que ninguna de estas haya influido el valor predictivo positivo obtenido,
tomando en cuenta que de la muestra estudiada un 27,7% de los nifios tuvo diagnéstico de
giardiosis y ademds es ya conocida la alta prevalencia de esta parasitosis en Venezuela (1, 2, 14,

15, 16, 17,18).

La prueba RIDA en esta investigacién tuvo un valor predictivo negativo de de 100%. De
manera que en el total de nifios sin evidencia de quistes de Giardia intestinalis en el analisis
microscépico convencional, la prueba inmunocromatogréafica fue negativa. A partir de este
hecho, se puede afirmar que el RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi, constituye un
adecuado método para confirmar la ausencia del parésito. Resultados similares obtuvieron
Weitzel y colaboradores con un 95%; R-Biopharm con un 100%; y Garcia y Garcia obtuvieron

un 97,2% (28, 29,34) (Ver Tabla 2).

La relacion entre el diagndstico parasitoldgico con el sexo y la edad, y la determinacién
de sus respectivas frecuencias se realizo a partir de los resultados obtenidos a través del
coproanalisis directo, en virtud de que esta prueba fue la que se considero como patrén de

referencia o gold standard.
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Al relacionar el sexo con la variable diagndstico parasitolégico se observo que del total de
pacientes masculinos, 5 fueron positivos para Giardia y 29 fueron negativos. Con respecto al sexo
femenino, 7 fueron positivos y 24 fueron negativos. De acuerdo con lo descrito en la literatura
(1,10), la incidencia de esta parasitosis es ligeramente mayor en el sexo masculino con respecto al
femenino. Datos opuestos se observaron en esta investigacion, sin embargo, la relacién entre

ambas variables no fue estadisticamente significativa (p=0,414) (Ver Tabla 3).

En lo referente a la edad, en el grupo de 2-4 afios se registraron 10 casos positivos y en el
grupo de 8-10 afios solo 2 casos positivos En el grupo de 5-7 afios no se detecto el parisito por
andlisis coprol6gico directo. Tal y como ha sido referido en la literatura (8, 9, 12, 21) y por
Rivero y colaboradores (16), en este estudio se observo que el mayor nimero de casos de
giardiosis estuvo en el grupo de 2-4 afios, lo cual pudiera esperarse tomando en cuenta los habitos
propios de estas edades y la asistencia a guarderias, que los hacen mds vulnerables a la infeccién
por este protozoario (21) La asociacién entre las variables edad y diagnéstico parasitolégico, aun
cuando se realizo sobre la base de los resultados obtenidos a través del coproanlisis directo, fue

estadisticamente significativa (p=0,035) (Ver Tabla 4).
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Realizar el diagnéstico parasitolgico una vez que se tiene la sospecha clinica, resulta
laborioso debido a que la excrecién de quistes del parasito por lo general es intermitente, incluso
en infecciones leves llega a ser muy baja, y a el hecho de que no existe una pmeba\ diagnéstica
que pueda considerarse idonea en términos de sensibilidad, especificidad, inocuidad, costos y

comodidad para ser aplicada.

A partir de esto se concluye lo siguiente:

= La historia clinico-epidemioldgica tiene un papel fundamental en el diagndstico de esta
parasitosis, en virtud de que permite al pediatra una adecuada orientacién de la patologia,
y por consiguiente le da la posibilidad de indicar con adecuado criterio las pruebas

diagnésticas que conduzcan a un diagndstico preciso y definitivo.

= La prueba inmunocromatografica RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi tiene
una alta sensibilidad (100%) ipor lo que constituye un método confiable para el
diagndstico parasitolégico de la infeccién por Giardia intestinalis, y resulta idénea como
complemento del coproanalisis directo cuando solo es posible analizar una sola muestra
de heces. No obstante, no se considera que deba sustituirlo en virtud de que la evaluacidn
microscépica de las heces permite identificar otras especies parasitarias, y sin duda el

recurso humano, en este caso la labor del bioanalista es de incalculable valor.
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* La prueba RIDA al tener un alto valor predictivo negativo (100%) constituye un método
atil para confirmar la ausencia del parasito en heces, cuando no se identifica su

morfologia en el andlisis coprolégico por microscopia.

* El andlisis microscépico de una sola muestra de heces, carece de la sensibilidad y
especificidad que se requiere para el diagnéstico parasitolégico de giardiosis. El
coproanalisis directo, preferiblemente de 3 muestras evaluadas a intervalos de 2 a 3 dias
entre una y otra, continua siendo el método para diagndstico parasitolégico de Giardia

intestinalis 'y otros parasitos, de eleccidn por su accesibilidad y bajo costo.

Como recomendaciones, se afirma que sin duda la prevencién juega un rol primordial en
el control de esta parasitosis. Promover habitos como el adecuado lavado de las manos, antes y
después de ir al bafio, de manipular los alimentos, particularmente en las personas que se
desempeifian como cuidadores y docentes en guarderias y preescolares, y fomentar el consumo de
agua potable, la cual debe ser filtrada y hervida para ser apta para el consumo, son medidas que
contribuirian a impedir la continuidad del ciclo bioldgico del parasito en el medio. Sin embargo,
si bien el factor educacién es de vital importancia, las politicas sanitarias y de vivienda de las
naciones, también deben estar orientadas a mejorar las condiciones de habitabilidad, dotacion de

servicios publicos, y disposicidn de excretas de las comunidades.

En lo referente a la prueba RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi, atin cuando es

un test con alta sensibilidad, implementar su uso de rutina como parte de los métodos para
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diagnostico parasitolégico, generaria un incremento del presupuesto destinado al sector salud del
pais, no obstante, esto pudiera considerarse relativo si se toma en cuenta el nivel de
especializacién y la minuciosa labor que son requeridos para la realizacién de el andlisis

coprolégico directo y seriado de excelente calidad.

Las altas tasas de infeccion por Giardia intestinalis y sus consecuencias, especialmente
durante la infancia, exigen la implementacién de programas de control de enteroparasitosis a

corto y a largo plazo, ademas de realizar un diagndstico eficaz, ripido y sensible (11).
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ANEXO #1
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Esquema de la técnica del enzimoinmunoanalisis

Fuente: Alonso C, Bartolomé R, Dominguez J, Matas L, Rabella N. Técnicas rapidas de
deteccién de antigenos. Procedimientos en Microbiologfa Clinica 2005 (consultado el 31 de
marzo de 2010) (10 paginas en pantalla). Disponible en:

http://www.seimc.org/documentos/ protocolos/microbiologia/cap19.asp.
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ANEXO # 2

LINEA DE CAPTURA (TEST)
I
—+ Membrana de Membrana de
—y | ZONADEL nitrocelubss ntrocelubss ZONA DE
CONJUGADO ABSORCION
| ——% —
LINEA DE CONTROL

Esquema de la técnica de inmunocromatografia

Fuente: Marin M. Pricticas de Tecnologia y Caracterizacion de Productos Lécteos. Practica 8:
Inmunocromatografia (consultado el 01 de febrero de 2010); (01 p4gina en pantalla). Disponible

en: http://www.uam.es/personal pdi/ciencias/mariamc/lacteos/practica8.htm.
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ANEXO #3
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Prueba RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi

Fuente: RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi. Art. N° N 1123. R Biopharm AG.
Landwehrstr, Alemania (consultado el 01 de febrero de 2010); (9 paginas en pantalla). Disponible

en:http://www.corpodiagnostica.com/user/N1123 RidaQuick%20Cryptosporidium-

Giardia%?20Combi ES 04 11 18 a.pdf.
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ANEXO # 4

Prueba RIDA® Quick Cryptosporidium/Giardia combi

Fuente: Fotos de Marfa Felicia Leén Sanchez (autora de la investigacién)



ANEXO #5

Variables del estudio

Variable independiente

Meétodo de diagnéstico

Componentes: coproanalisis directo y Prueba RIDA

Variable dependiente

Diagnéstico parasitolégico

Valores posibles: Presencia o ausencia de quistes de Giardia intestinalis

Variables intervinientes

Edad

Valores posibles: edad en afios

Sexo Valores posibles: masculino/femenino
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