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Resumen

Objetivo. Comparar un kit ELISA comercial para coproan-
tigenos y la técnica de sedimentacién espontdnea en tubo
(TSET) para el diagndstico de Giardia lamblia en muestras
fecales de nifios de una zona endémica peruana. Material y
métodos. Fueron analizadas 174 muestras mediante la TSET
y el kit Giardia 2nd Generation ELISA. Resultados. Fueron po-
sitivas 5| muestras por ELISA y 49 por TSET. Conclusiones.
El ELISA resulté ser altamente sensible y especifico, sencillo y
rapido; sin embargo, la muy buena concordancia, alta precision,
bajo costo y capacidad para detectar otros enteroparasitos
hace que la TSET sea recomendable para el diagndstico en
zonas endémicas del Peru.
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Abstract

Objetive. To compare a commercial coproantigen ELISA
kit and the technique of spontaneous sedimentation in tube
(TSET) for the diagnosis of Giardia lamblia in fecal specimens
from children in a Peruvian endemic area. Material and
methods. |74 fecal samples were analyzed by TSET and 2"
Generation Giardia ELISA kit. Results. 5| samples were posi-
tive by ELISA and 49 by TSET. Conclusions. The ELISA was
highly sensitive and specific, simple and fast. However, the very
good agreement, high precision, low cost and ability to detect
other intestinal parasites makes use of TSET recommended
for laboratory diagnosis in endemic areas of Peru.

Key words: Giardia lamblia; Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay; laboratory techniques and procedures; Peru

a infeccién por Giardia lamblia afecta aproximada-

mente a un billén de personas en paises en desarro-
llo;! en Pert la giardiasis es endémica y progresiva, con
mayor frecuencia en nifios.>

El diagnéstico tradicional implica el hallazgo
de trofozoitos y quistes en heces, siendo el examen
microscépico directo la técnica mds empleada® con

la que examinan al menos tres muestras, o utilizan
técnicas de concentracién para que los quistes en es-
caso niimero no pasen inadvertidos.*La necesidad de
métodos rdpidos y sencillos ha permitido el desarrollo
de enzimoinmunoandlisis (ELISA) para la deteccion
de coproantigenos de G. lamblia, disponibles comer-
cialmente.
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El objetivo del estudio fue comparar un kit ELISA
comercial para coproantigenos y la técnica de sedimen-
tacién esponténea en tubo (TSET) para el diagndstico
de giardiasis en nifios de una zona endémica de Perd.

Material y métodos

El protocolo de investigacién fue aprobado por el co-
mité de ética de la Universidad Nacional de Trujillo.
Durante abril a junio de 2010, con consentimiento
informado de los padres, se colectaron 174 muestras
fecales de nifios entre tres y doce afios de edad proce-
dentes del distrito Los Bafios del Inca (2 665 msnm),
Cajamarca, Perd. Las muestras fueron transportadas
al Laboratorio de Parasitologfa de la Universidad Na-
cional de Cajamarca.

Una porcién de cada muestra se conservé en for-
mol al 10% hasta su evaluacién por TSET, llevada a
cabo por una sola persona con amplia experiencia.’ El
resultado fue positivo ante el hallazgo de quistes y/o
trofozoitos de Giardia. Otra porcion mds pequefia fue
conservada a -20 °C hasta su andlisis con Giardia 2nd
Generation ELISA (Sensibilidad: 75.80%, especificidad:
99.30%). Los resultados se leyeron visualmente y con
lector de ELISA a 450 nm. Se consideré positiva una
densidad 6ptica (DO) igual o mayor a 0.17. En la escala
visual, los resultados se consideraron negativos (-, +)
y positivos (++, +++) segtin la intensidad del color
de la reaccién. Los padres y el director del centro de
salud del distrito fueron informados de los resultado;
los escolares con pardsitos patdgenos fueron evalua-
dos por médicos quienes prescribieron el tratamiento
respectivo.

Resultados

De las 174 muestras, 51 fueron positivas a G. lamblia
por ELISA (29.3%) y 49 por TSET (28.2%). Entre las
primeras, que segtn la intensidad de color incluyeron
17 resultados con ++y 34 con +++, siete fueron negati-
vas por TSET. Entre los positivos por TSET hubo cinco
negativos por ELISA, los negativos para ELISA tuvieron
DO por debajo del punto de corte. 118 muestras fueron
negativas tanto por ELISA como por TSET (108 con - y
10 con +). Siete de las muestras negativas con TSET
fueron positivas con ELISA (cinco con ++ y dos con
+++) (cuadro I).

De las 125 muestras negativas por TSET, 82 tuvieron
otros enteropardsitos: Entamoeba coli (47), Entamoeba sp.
(24), Iodamoeba butschlii (16), Endolimax nana (55), Chilo-
mastix mesnili (26), Ascaris lumbricoides (4) e Hymenolepis
nana (4); 53 nifios presentaron mds de un pardsito.
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Cuadro |
COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR TSET
Y KIT ELISA eN 174 MUESTRAS FECALES. Los BaRos
DEL INca, CajaMARCA, PERU, ABRIL-JUNIO 2010

TSET
ELISA
Positivos Negativos Total
Positivos 44 07 51
Negativos 05 118 123
Total 49 125 174

Fuente: Fichas de diagndstico de laboratorio

El indice kappa para los resultados de ambas
técnicas fue 0.83 (IC 95% 0.74-0.92) con clasificacién
de concordancia muy buena. El ELISA tuvo 89.8% de
sensibilidad (IC 95% 80.3-99.3) y 94.4% de especificidad
(IC 95% 90.0-98.8).

Los valores de absorbancia de los negativos oscila-
ron entre 0.05 a 0.14, con una media de 0.07; los valores
DO para los casos positivos estuvieron en un rango de
0.17 2 0.97, con una media de 0.49 (figura 1).

Discusion

La TSET es sencilla, econémica y altamente sensible
para el diagnéstico de varios pardsitos intestinales,
asi lo demuestran algunos estudios comparativos
con técnicas como el examen directo y las concentra-
ciones de Faust, Ritchie, Sheater, etc.;%” de alli que se
recomiende como método rutinario de diagndstico de
enteropardsitos.”

El test de kappa mostré muy buena concordancia
cuando comparamos los resultados de TSET con ELISA.
De hecho, emplear técnicas de concentracién para el
diagnéstico de Giardia en muestras fecales posee muy
alta sensibilidad y especificidad, similares al de ELISA;
asi lo demuestra un estudio donde la sensibilidad y
especificidad de una técnica de concentracién fue de
98.7 y 100% frente a 98.9 y 100% de un ELISA, respec-
tivamente.?

Los cinco casos positivos por TSET y negativos por
ELISA pueden corresponder a falsos positivos debido
a error del observador, ya que aun cuando fuera expe-
rimentado, siempre existe la posibilidad de fallar en la
identificaci6n, especialmente de formas quisticas.’ Este
problema también se ve en casos de baja densidad pa-
rasitaria o por ausencia de formas parasitarias intactas
o completas.!’Sin embargo, el empleo de TSET traduce
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FiGura |. DENSIDAD OPTICA DE |74 MUESTRAS FECALES
ANALIZADAS MEDIANTE EL KIT ELISA. Los BAROS DEL INca,
CAaJAMARCA, PERU, ABRIL-JuNIO 2010

mejor el indice parasitario en estudios epidemiolégicos
porque detecta pardsitos en donde atin no tienen kits de
diagnéstico rédpido.

Otras investigaciones comparan el examen direc-
to con el ELISA y determinan que esta tltima posee
sensibilidad de 76.4 a 84.0% y especificidad superior a
95.0%.112 Las variaciones de sensibilidad y especificidad
de estos métodos se deberfan a la variabilidad genética
de las cepas circulantes en diferentes zonas. De alli que
algunos paises han desarrollado estuches comerciales
de ELISA con anticuerpos especificos para cepas locales
con sensibilidades de hasta 100%.

El ELISA empleado mostré mayor sensibilidad
que la indicada por el fabricante, pero su especificidad
disminuyd; pese a esto, quedé demostrado que estos
kits son capaces de detectar minimas cantidades de an-
tigenos aun cuando la densidad parasitaria sea minima,
debido a que la inmunodeteccién de coproantigenos
estd basada en el empleo de anticuerpos monoclonales
o policlonales que reconocen especificamente productos
parasitarios de secrecién, de superficie o somdticos.'
Sin embargo, se prefieren kits con anticuerpos policlo-
nales porque han mostrado mayor sensibilidad, aun
cuando pueden aumentar los problemas de reacciones
inespecificas o de reaccién cruzada con otros parasitos
intestinales, a pesar de que la mayoria de antigenos son
lébiles en fijadores convencionales de laboratorio utili-
zados para la recoleccién, transporte y almacenamiento
de muestras fecales.!®
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Otras ventajas del ELISA es que no requiere per-
sonal experimentado para su desarrollo, es rdpido, de
facil interpretacion, posibilita el cribado de gran niimero
de muestras, es de interés en estudios epidemiolégicos
y reconoce la infeccién en curso en heces recientes o
conservadas. No obstante, es mds caro que los métodos
tradicionales.!*

Ademds de tener alta sensibilidad y especificidad,
el ELISA se recomienda para estudios epidemiolégicos
por ser una prueba sencilla y rdpida para evaluar una
gran cantidad de muestras; sin embargo, la muy buena
concordancia con ELISA, alta precision, bajo costo y
capacidad para detectar otros enteroparasitos comunes,
hace que el uso de TSET sea altamente recomendado
para el diagndstico de laboratorio en zonas endémicas
de paises en desarrollo, como Pert.
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