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Deteccion de coproantigenos de giardia lamblia mediante un sandwich ELISA estandarizado en
Cuba

Detection of giardia lamblia coproantigens using a standardized ELISA sandwich in Cuba
Lemis Duefias Rosquete (1), Ana Adis Arencibia Diaz (2), Omar Tomey Méndez.
Resumen

Se realiz6 un estudio parasitoldgico a nifios de la escuela primaria "José A. Echevarria" del municipio
Ciego de Avila, cuyas edades se encontraban entre 5y 11 afios, para conocer el comportamiento de
Giardia lamblia. En todos los casos se recogieron 3 muestras de heces, a las cuales se les aplicaron
los métodos de concentracion de Ritchie (formol-éter) y el ensayo inmunoenzimético en fase sélida
para la deteccion de coproantigenos de G. lamblia normalizado en el laboratorio de Parasitismo
Intestinal del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri". Se determinaron los valores de sensibilidad
y especificidad del ELISA, los cuales fueron de 100 % y 88,75 % respectivamente. No se observaron
reacciones cruzadas con muestras de heces positivas a otros parasitos. Estos resultados reafirman el
valor diagndstico del ELISA utilizado.
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INTRODUCCION

Giardia lamblia es el protozoario intestinal que con mayor frecuencia se identifica en la especie humana,
principalmente en los nifios, aunque puede presentarse en personas de cualquier edad, fenédmeno que
ocurre tanto en nuestro pais como en otros paises tropicales y subtropicales(1-3).

El diagnéstico de G.lamblia se realiza mediante el examen directo de heces donde se pueden encontrar
guistes y/o trofozoitos, el examen de una muestra simple es capaz de detectar solamente entre el 30
% y el 50 % de los casos(4) esto se debe en parte a que el examen se realiza después de horas de la
deposicion, lo que imposibilita la observacion de trofozoitos debido a su destruccion, y en el caso de
los quistes es conocido que su excrecion tiene un patron intermitente, existiendo gran variaciéon en el
namero de los mismos en las muestras(5). En cambio, estos resultados pueden ser ampliamente
mejorados con el examen de muestras seriadas y la utilizacién de técnicas de concentracion (6).

Puede acudirse al andlisis del liqguido duodenal obtenido por aspiracion o por medio de la capsula de
Enterotest, y la observacion directa del tejido mucoso del intestino delgado obtenido por biopsia. Estos
son métodos muy invasivos para el paciente por lo que su uso queda limitado a aquellos casos en que
exista la sospecha clinica de giardiosis y no se halla demostrado la presencia del parasito por examen
directo(7). Los métodos de cultivo "in vitro" para la obtencién de antigenos de G. lamblia, han permitido
el desarrollo de técnicas para la deteccion de anticuerpos. Esto tiene desventajas relacionadas con la
variabilidad en la respuesta inmune humoral del paciente, a que en ocasiones se mantienen los titulos



aun después de ser eliminada la infeccién y a que se pueden presentar reacciones cruzadas con otros
parasitos. Dentro de dichas técnicas se encuentran:

«  Inmunodifusion(7).

- hemaglutinacioén indirecta(8).

- inmunofluorescencia indirecta(8).

+ radioinmunoensayo (9).

« ensayos inmunoenzimaticos en fase solida (ELISA)(10).

Diversos laboratorios han desarrollado técnicas de inmunodiagnéstico para la deteccidon de antigenos
de G.lamblia en heces, muchos de los cuales se encuentran disponibles comercialmente(11,12).
Algunos autores han evaluado la utilidad de estos sistemas para estudios clinicos y epidemiolégicos.
En 1993 Rosenblatt y col(13), realizaron un estudio utilizando un sandwich ELISA en muestras de
examenes diarios del laboratorio de parasitismo intestinal de la clinica Mayo. En el mismo afio Goldin
y col(12) aplicaron una técnica similar en nifios infectados con G. lamblia en Bangladesh, mientras que
Jelinek y col en1996(14) utilizaron uno de estos sistemas para determinar la prevalencia de este
protozoario en viajeros que regresaban de zonas endémicas. En nuestro caso empleamos una técnica
de sandwich ELISA normalizada y validada en nuestra institucion(15), con el objetivo de conocer la
utilidad de la misma en estudios epidemiolégicos.

En los ultimos afios los esfuerzos en el campo del inmunodiagnéstico de G.lamblia se han encaminado
hacia la normalizacion de ensayos que detecten antigenos del parasito, esto es muy relevante, pues
permite detectar la infeccién activa. Los mas empleados han sido los ELISA, cuyo primer reporte
publicado fue en 1981(16) con valores de sensibilidad y especificidad de 92,0 % y 98,0 %
respectivamente. A partir de ese momento los ensayos inmunoenzimaticos han sido reportados con
éxito para el diagndstico de esta parasitosis. Estudios recientes demuestran que esta técnica para la
deteccién de coproantigenos, en una sola muestra, puede ser mas sensibles que el examen
microscépico seriado. Scheffer y Evans(17) reportaron un ELISA con un 26 % de sensibilidad por
encima del examen microscépico convencional.

Con el presente trabajo se pretende contribuir a demostrar la validez de la realizacion del método
inmunoenzimatico para la deteccién de coproantigenos de G.lamblia y demostrar la necesidad de
estudiar un mayor nimero de muestras de heces para mejorar el diagnéstico de este protozoario.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras fueron tomadas y examinadas durante los meses de mayo y junio del 2001. A cada nifio
se le entreg6 3 frascos plasticos con tapa de presién, limpios, secos y sin preservativos, previamente
rotulados con el nombre del nifio y el grupo al que pertenecia.

Las muestras se recolectaron en dias alternos por defecacion espontanea. Estas fueron procesadas en
el laboratorio de Microbiologia del Hospital Provincial "Antonio Luaces Iraola" de Ciego de Avila para lo
cual se empled el método de conservacion en formol al 10%. En el Instituto de Medicina Tropical "Pedro
Kouri" se realizé el estudio de estas muestras previamente procesadas, aplicando en todos los casos
un examen seriado de heces (3 muestras), utilizando el método coproparasitoldgico de concentracion
de Ritchie y el ELISA de doble anticuerpo para la deteccion de coproantigenos de G. lamblia, siendo
considerados como verdaderos positivos solo aquellos que presentaban quistes y/o trofozoitos al
examen coproparasitologico.



Los casos que al examen seriado de tres muestras resultaron negativos a G.lamblia por examen
microscopico después de aplicarse la concentracion de Ritchie y fueron positivos por la técnica de
ELISA, se les continud el estudio seriado hasta completar seis muestras.

Para el ELISA se tom6 1 gramo de cada muestra y se diluyé en solucion 2 ml de solucién salina
tamponada con fosfato 0.1M pH 7.2 - 7.4 |la cual contenia Tween 20 al 0,05 % (SSTF-T20). Se centrifugo
a 600g durante 20 minutos y el sobrenadante se almacend en alicuotas de 1 ml a -70°C hasta su uso.

ELISA de doble anticuerpo(15)*

Las placas de poliestireno de 96 pocillos de fondo plano (Nunc-Maxisorp F8) fueron sensibilizadas con
100 I porlpocillo de IgG especifica anti G.lamblia a 20 g / mlilen tampdn carbonatobicarbonato 0.05M
pH 9.6 y se incubaron a 4°C durante 16 horas. Posteriormente se lavaron 6 veces con SSTF-T20 y los
espacios no recubiertos por la IgG se bloquearon con 300 | por pocillo de leche-descremada al 5% en
SSTF-T20, durante 1 hora a 37°C.Se desechd la leche y se afiadieron 100 | de la muestra procesada,
se incubaron 2 horas a temperatura ambiente (TA) luego se realizé otro paso de lavado similar al
anterior. Se afiadi6100 | por pocillo del conjugade-anti G.lamblia obtenido en el laboratorio, a la dilucién
de 1/1000 en SSTF-T20, con un 20% de suero de conejo. Las placas se incubaron 1 hora a 37°Cy a
esto siguié otro paso de lavado.

La reaccion se revel6 adicionando la solucion de sustrato: 20mg de Ortofenilendiamina (Merck), 20 Il.de
H20- al 30%, 50 ml de tampdn citrato fosfato pH 5.0, dejandolo reaccionar durante 30 minutos a TA, en
oscuridad. Para detener la reaccion se adiciond 50 | en cada pocillo de solucion de H.SO4 al 12.5% y
se ley6 a un de 492 nm, utilizando un lector de micro ELISA (Organon Teknica nv, OT-510, Austria).

En cada ensayo se incluyeron controles positivos y negativos a G.lamblia consistentes en muestras
previamente conocidas.

Para calcular la especificidad (E), la sensibilidad (S), el valor predictivo de una prueba positiva [Vp(+)]
y el valor predictivo de una prueba negativa [Vp(-)] tomando como referencia el método
coproparasitoldgico de concentracion de Ritchie.

Tomamos como criterio definitivo de infeccion el examen microscopico, por tanto, los casos que
resultaron positivos por la técnica de ELISA y negativos por el examen microscépico fueron
considerados "falsos positivos" y los que resultaron negativos por la técnica de ELISA y positivos por
examen microscoépico fueron considerados "falsos negativos".

RESULTADOS Y DISCUSION

De un total de 240 nifios estudiados por el método coproparasitolégico de concentracién de Ritchie y
por la técnica de sandwich ELISA, 80 casos resultaron positivos a G.lamblia por examen microscopico,
después de aplicar dicha técnica de concentracion para un 33,3% y 98 resultaron positivos por la técnica
de ELISA, para un 40,8%. Detectamos un predominio de este protozoo en los grados primero y
segundo, es decir los nifios comprendidos en las edades mas bajas entre 5 y 7 afios, sin presentar
predileccién por uno u otro sexo, resultados que coinciden con la bibliografia revisada.

Se ha planteado que el examen de una sola muestra, no descarta la posible existencia de un
parasitismo en caso de ser negativa, pues es conocido en diferentes infecciones parasitarias, la
aparicion de fases negativas, durante las cuales, no se expulsan al exterior quistes, huevos o
larvas(1,2). En nuestro trabajo demostramos que el estudio de varias muestras fecales, 6 en nuestro
caso, aumentan notablemente las posibilidades de identificar parasitos. Marti y col en 1993(18)



emplearon un modelo matematico para probar la relacion entre el nimero de muestras para diferentes
parasitos intestinales y la frecuencia de falsos negativos, para esto realizaron un estudio con 1869
pacientes y demostraron como en el caso de G.lamblia existe una relacién de proporcionalidad inversa
entre el nimero de muestras y el porciento de falsos negativos. Esto se corresponde con los resultados
de nuestro estudio, pues comprobamos como de una tercera a una sexta muestra (22,9% vs 33,3%)
aumento el hallazgo de nuevos casos que habian sido negativos con la utilizacion de una sola muestra.

La técnica de ELISA empleada presenté una especificidad de 76,75% en el estudio seriado de tres
muestras, valor inferior en comparacion al obtenido al concluir el estudio de seis muestras (88,75%).
Este aumento del valor de la especificidad del ELISA, se debi6 al estudio de un mayor nimero de
muestras, lo cual permiti6 diagnosticar mayor cantidad de casos positivos mediante el examen
microscopico. Debemos sefialar que esta especificidad pudiera haber sido mas elevada, pues cuatro
nifos que resultaron "falsos positivos" no se les pudo extender el estudio hasta las seis muestras por
ser traslados del centro lo que interfiere en el valor definitivo de este parametro. Estos resultados
coinciden con los obtenidos por Jelinek y col(14), al coleccionar tres muestras adicionales a 10 de sus
12 casos falsos positivos, de los cuales 9 resultaron positivos por examen microscopico. Por tanto
podemos concluir que la realizacién de un seriado de tres muestra de heces, frecuentemente resulta
insuficiente para detectar la presencia o ausencia de G.lamblia , haciéndose necesarias seis 0 mas
muestras.

La sensibilidad y especificidad de nuestra técnica fue elevada (100% y 88,75%) respectivamente,
valores que se corresponden con los obtenidos por otros autores, Green y col en 1985° obtuvieron
valores de 94,2% y 98,0% de sensibilidad y especificidad respectivamente. Goldin y col en 1993(12) de
94,2% y 98,0% y Rosenblatt y col(13) en este mismo afio de 97,0% y 96,0%.

Al realizar un aumento en el nimero de muestras recogidas se elevo la especificidad del sandwich
ELISA disminuyeron los casos "falsos positivos”, o que demuestra que con el examen seriado de tres
muestras pueden escapar casos positivos al examen microscépico que la técnica de ELISA es capaz
de detectar desde la primera muestra. No se puede descartar la posibilidad de que los casos que
continuaron "falsos positivos", en realidad puedan estar infectados, pues el ELISA detecta antigenos
solubles de G.lamblia aun en ausencia del parasito intacto, lo cual unido a la excresién erratica de
quistes, puede explicar la causa de que el ELISA sea positivo cuando la microscopia se mantiene
negativa. Goldin(12) y Rosenblatt(13) obtuvieron resultados similares y afirman que este tipo de sistema
es superior al diagndstico realizado por examen microscépico, pues el ELISA tiene la posibilidad de
detectar antigenos del parasito en heces mientras que el examen microscoépico requiere la presencia
integra del parasito. Otros autores recomiendan considerar estos casos como positivos y someterlos a
tratamiento.

Con estos resultados de sensibilidad y especificidad corroboramos la utilidad de esta ELISA en estudios
epidemioldgicos, asi como la importancia de exadmenes seriados para el diagnéstico de G. lamblia al
obtener un mayor numero de casos positivos, mientras mayor fue la cantidad de muestras analizadas.

ABSTRACT

A parasitologic study was done from May to June, 2001 to children studying in Primary School José
Antonio Echeverria from Ciego de Avila municipality whose ages were among 5 and 11 years to know
the behaviour of giardia lamblia. In all cases 3 heces samples were taken to which the Ritchie’s
concentrations methods and the inmunoenzimatic assay in solid phose to detect coproantigens of G
lamblia normalized in the laboratory of intestinal parasitism of the Tropical Medicine Institute "Pedro
Kouri" The values of ELISA’s sensibility and especificity which were 100% and 88.75% respectively.
This results reassure the diagnostic value of the ELISA used.
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