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RESUMEN

La giardiosis canina, causada por Giardia spp., produce un sindrome de mala absorcién y diarrea
que cobra especial importancia en medicina veterinaria y salud publica por ser una zoonosis; asi,
el diagnéstico oportuno se torna entonces un aspecto crucial en su control. Este estudio analiza
las capacidades diagndsticas de tres métodos utilizados en un laboratorio de diagnéstico médico
veterinario (microscopfa directa, flotacién con cloruro de sodio y tincién con hematoxilina férrica
de Heidenhain), compardndolos con un ELISA de captura (SNAP® Giardia Test Kit (IDEXX"))
como prueba de oro. Se analizaron 115 muestras de heces caninas sospechosas de giardiosis prove-
nientes de clinicas veterinarias del Valle Central, remitidas al laboratorio ACOPSA, localizado en
Heredia. Las muestras fecales —una sola por perro sospechoso de giardiosis- se recolectaron entre
marzo y agosto de 2005. A todas las muestras se les realizaron las cuatro técnicas. Se determinaron
los atributos diagnésticos de las otras pruebas (sensibilidad, especificidad, valores predictivos posi-
tivos y negativos) utilizando tablas de 2x2. De las 115 muestras fecales 30 fueron positivas a una o
a varias de las técnicas estudiadas, y de ellas 29 fueron positivas al SNAP® Giardia. Las tres pruebas
mostraron la misma especificidad (98,8%), pero variaron en la sensibilidad: hematoxilina férrica
de Heidenhain (58,6%), flotacién con cloruro de sodio (48,3%) y microscopia directa 20,7%. Este
estudio demuestra que las pruebas coproparasitolégicas tradicionales, aplicadas a una sola muestra
de heces de un perro sospechoso, no ofrecen resultados fiables que reflejen el estado infeccioso de
un perro respecto a la Giardia spp., como si ocurre con el SNAP Giardia; sin embargo, en ausencia
de ésta, la tincién con hematoxilina férrica de Heidenhain serfa el método diagndstico convencio-
nal para el diagndstico de Giardia spp.
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ABSTRACT

Canine giardiosis, caused by Giardia spp., produces diarrhea and malabsorption syndrome and it
is especially important in veterinary medicine and public health because it is a zoonosis; then, an
early diagnosis becomes a crucial aspect on its control. This study analyzes the diagnostic ability
of three diagnostic methods (direct microscopy, NaCl flotation, Heidenhain’s iron hematoxylin),
compared with a capture ELISA (SNAP Giardia Test Kit IDEXX °)) as gold standard test. A total
of 115 fecal samples suspicious of giardiosis -only one by dog- collected from March to August
2005 and remitted to the ACOPSA laboratory in Heredia from veterinary practices of the Central
Valley, were analyzed. Each sample was assayed with the four methods. The attributes (sensitivity,
specificity, positive and negative predictive values) of the traditional methods were assessed using
2x2 tables. Thirty samples resulted positive to one or several techniques, among them 29 were
positive to the SNAP Giardia. All tested methods showed the same specificity (98.8%) but the
sensitivity varied: Heidenhain’s iron hematoxylin (58.6%), NaCl flotation (48.3%) and direct
microscopy (20.7%). This study shows that copropasitologic techniques, applied to a sole faecal
sample, do not offer reliable results about the infectious state of a dog respect to the Giardia spp.
as SNAP Giardia does; however, in the absence of this, Heidenhain’s iron hematoxylin would be

the conventional diagnostic method for diagnosis of Giardia species.

KEYWORDS: Giardiasis, dogs, diagnosis, Costa Rica.

INTRODUCCION

La giardiosis es una enfermedad intes-
tinal de los animales jévenes causada
por Giardia spp., caracterizada por un
sindrome de mala absorcién y diarrea
(Cordero & Rojo, 1999; Thompson
et al., 2000), aunque pueden también
ocurrir infecciones subclinicas en ani-
males adultos (Roudebush & Delivo-
rias, 1985; Leib & Zajac, 1999).

La Giardia spp., es un parisito de ciclo
directo; asi, las formas quisticas eclo-
sionan en el duodeno, son expulsadas
al exterior en las heces del animal y
permiten la resistencia, diseminacién
y transmisién del agente. Estos quis-
tes son inmediatamente infectantes y
pueden permanecer viables por mds de
dos semanas en condiciones himedas
y bajas temperaturas (Barriga, 1997).
La principal ruta de transmisién es la
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fecal-oral y el nivel de infeccién es pro-
porcional al estado higiénico sanitario
de los animales (Diaz et al., 1996; Cor-
dero & Rojo, 1999).

El pasaje de pardsitos en las heces no es
continuo, por lo que un tnico examen
de deposiciones puede demostrar sélo
50 a 70% de las infecciones; por eso, se
recomienda tomar 3 muestras con un
dia entre ellas.

Tradicionalmente, el diagnéstico ha
dependido de un microscopio para la
identificacién de trofozoitos o quistes
en heces frescas de animales afectados;
sin embargo, esta forma de diagnéstico
puede ser imprecisa, porque los quis-
tes son delicados y pueden ser excre-
tados de forma intermitente y el uso
de tratamientos previos con antidia-
rreicos como el caolin, puede interferir
con dicha excrecién. Por otra parte, la



morfologia del organismo también po-
dria verse alterada por otras particulas
presentes en las heces IDEXX, 2004).
Sin embargo, en vista de que los quis-
tes son pequefos y transparentes, el
examen microscépico se facilita con el
uso de anticuerpos fluorescentes anti
Giardia que otorgan fluorescencia a los
parédsitos. También existe un Ensayo
Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas
(ELISA) que determina la presencia de
antigenos de Giardia en las deposicio-
nes, en perros esta prueba es muy espe-

cifica (95%) (Barriga, 1997).

Dentro de los método diagndsticos,
la flotacién con sulfato de magnesio o
sulfato de zinc es el método de elec-
cién para la deteccién de quistes de
Giardia spp (Cordero & Rojo, 1999);
no obstante, su alto costo econémico
impide su utilizacién en forma rutina-
ria. Otras técnicas de flotacién utiliza-
das son la de Sheater en solucién de
sucrosa (Mundim et al., 2007; Ronde-
llo et al., 2007), que es muy usado y
mds econdmico, asi como en solucién
de sulfato de zinc (Zajac et al, 2002;
Dryden et al., 2000) y la flotacién con
cloruro de sodio (Sloss et al., 1994).
En estas pruebas, los autores reco-
miendan incorporar la centrifugacién
de la muestra. Otra prueba utilizada es
la coloracién con lugol o tricromo que
resalta el pardsito; sin embargo, este
método podria no ser muy sensible en
los casos de excrecién intermitente, lo
que podria llevar a una subestimacién
de la frecuencia de esta infeccién (Hall
et al., 1988; Olson et al., 2000). Por
otra parte, la tincién de frotis de ma-
terias fecales, ya sea con hematoxilina
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férrica, negro de clorazol o Giemsa, en-
tre otros, son métodos eficaces para el
diagnéstico siempre que la concentra-
cién de formas parasitarias sea elevada
(Castro & Guerrero, 2004).

En los tltimos afios se han utilizado
métodos inmunodiagndsticos como el
ELISA para la deteccién de este pari-
sito (Leguia, 2002) y la inmunofluo-
rescencia indirecta (IFI), que ofrecen
buenos resultados, aunque pueden
darse reacciones cruzadas con otros
pardsitos que colonizan el intestino
(Cordero & Rojo, 1999). Dentro de
esta linea de pruebas, surge un ELI-
SA llamado SNAP® Giardia Test Kit
(IDEXX®), que es una determinacién
de coproantigeno de ficil realizacién,
sin necesidad de un laboratorio espe-
cializado, que permite destacar la pre-
sencia del parésito, aunque no se elimi-
nen quistes.

Estd disponible en el mercado para
detectar antigeno de Giardia spp. en
heces de perros y gatos, con ventajas
de simplicidad, rdpida ejecucién y bajo
costo (IDEXX, 2004).

Con alguna frecuencia, las pruebas de
alta sensibilidad son caras, por lo que
en la prictica clinica habitual se recurre
a pruebas mds sencillas y menos costo-
sas, aunque mMenos exactas; ante esto,
es fundamental conocer la validez,
exactitud y precisién de estas pruebas
de uso cotidiano y con ello determinar
su capacidad diagndstica (Beaglehole
et al., 1994).
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Este estudio pretende evaluar las carac-
teristicas diagndsticas de tres métodos
convencionales de laboratorio para el
diagnéstico de Giardia spp. (microsco-
pia directa, flotacién fecal con cloruro
de sodio, tincién con hematoxilina fé-
rrica de Heidenhain), aplicados a una
sola muestra de heces de perros sospe-
chosos de giardiosis, tomando como
prueba de oro un ELISA de captura
(SNAP Giardia Test Kit de laborato-
rios IDEXX®).

MATERIALES Y METODOS

Origen de las muestras fecales

Se recolectaron 115 muestras de heces
caninas entre marzo y agosto de 2005,
remitidas al laboratorio ACOPSA,
localizado en Heredia, por médicos
veterinarios practicantes en pequefas
especies en el drea metropolitana de
Costa Rica, colectadas bajo los crite-
rios clinicos del manejo diagndstico y
terapéutico de la enfermedad de cada
médico tratante. No se influyé en el
tipo de muestra, el nimero de mues-
tras que debian enviar por cada perro
sospechoso; asf, el 100% de los casos
consistieron de una sola muestras fecal
en lugar de las tres, que es lo recomen-
dado, tomadas cada dos dias durante
una semana.

La presencia del pardsito se realizé
mediante los métodos del ELISA de
captura (IDEXX®), microscopia di-
recta (Castro & Guerrero, 2004), flo-
tacién con cloruro de sodio (Sloss et
al., 1994) y tincién con hematoxilina
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térrica de Heidenhain (Castro & Gue-
rrero, 2004). Todas las muestras fue-
ron susceptibles de examen, pero se
dio prioridad a las muestras con solici-
tud expresa del médico veterinario tra-
tante o con caracteristicas sugestivas de
giardiosis (palidas, malolientes o estea-
torreicas) (Gémez, 1998). Debido al
objetivo del trabajo, que no pretendi6
medir la prevalencia o incidencia de la
enfermedad, el uso de una poblacién
sesgada no tuvo efecto negativo.

Métodos diagnésticos

En el laboratorio, a las muestras de
heces se les aplicé tres métodos copro-
parasitolégicos utilizados para el diag-
néstico de Giardia spp., dos utilizados
de forma rutinaria por el laboratorio:
microscopia directa (Castro & Gue-
rrero, 2004) y flotacién con cloruro
de sodio (Sloss et al., 1994); asi como
un método no convencional, el frotis
con tincién con la hematoxilina férri-
ca de Heidenhain (Castro & Guerrero
2004). Al mismo tiempo, se aplicé el
ELISA de captura SNAP Giardia de
laboratorios IDEXX" que fue seleccio-
nada como prueba de oro (95% Sensi-
bilidad, 99% Especificidad) (Groat et
al., 2003).

ELISA de captura (SNAP Giardia,
IDEXX°®)

El kit para la prueba de SNAP Giar-
dia es un inmuno ensayo enzimdtico
rdpido para la deteccién del antigeno
de Giardia spp. en heces de caninos
y felinos. La presencia de este anti-
geno en muestras fecales indica que



el animal ingirié quistes del pardsito
y que a su vez pudo tener una infec-
cién activa eliminando quistes en las
heces, los cuales se mantienen viables
durante largo tiempo (IDEXX, 2003;
IDEXX, 2004).

Este es un kit individual aplicable a
una sola muestra de heces, sean frescas,
previamente congeladas, o guardadas
hasta por 7 dias a 2-7°C (36-45°F); sin
embargo, en los dos tltimos casos, es
necesario temperar las muestras 10 6
15 minutos antes de comenzar el pro-
cedimiento. El formato del ELISA de
captura detecta el antigeno soluble del
parésito, también presente en su for-
ma quistica, con ayuda de una matriz
y un pozo donde se deposita la muestra
fecal, una ventanilla de resultados y el
circulo de activacién.

Anéilisis estadistico

Se determinaron las caracteristicas diag-
nésticas: sensibilidad (Se), especificidad
(Sp), valor predictivo positivo (VP+) y
valor predictivo negativo (VP-) y exac-
titud de las pruebas aplicadas en el
laboratorio, para una Gnica muestra
de heces fecales, utilizando el SNAP
Giardia de laboratorios IDEXX® como
prueba de oro, mediante tablas de con-
tingencia (2x2) con el programa Win
Episcope 2.0 (Thrusfield et al., 2001).
El VP+ determina la posibilidad de
que un animal positivo a una prueba
esté realmente enfermo o infectado,
mientras que el VP- determina la po-
sibilidad de que un animal negativo
a la prueba esté realmente sano o no
infectado. Se define la exactitud de la
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prueba como: (verdaderos positivos +
verdaderos negativos)/total de anima-
les diagnosticados.

RESULTADOS

De las 115 muestras fecales, 30 fue-
ron positivas a una o mds técnicas, de
las cuales 29 (25,2%) resultaron po-
sitivas al SNAP Giardia (IDEXX®),
lo que permitié evidenciar que los
animales tuvieron exposicién actual o
previa al pardsito.

La prueba a la que resultaron positi-
vas el mayor nimero de muestras fue
la tincién de hematoxilina férrica de
Heidenhain con 18 (15,6%), mientras
que la que menos resultados positivos
produjo fue la microscopia directa con
7 (6,1%); por su parte, la flotacién con
cloruro de sodio detect6 formas parasi-
tarias en 15 muestras (13,0%).

Todas las pruebas mostraron la misma
especificidad (98,8%), pero variaron
en la sensibilidad, siendo la mayor para
la tincién con hematoxilina férrica de
Heidenhain (58,6%), seguida de la flo-
tacién con cloruro de sodio (48,3%),
mientras que la microscopia directa
mostré Gnicamente un 20,7%. Asi, la
prueba mds exacta fue la tincién con
la hematoxilina férrica de Heidenhain
(88,7%), seguida muy de cerca por la
flotacién con cloruro de sodio con una

exactitud de 86,1% (Cuadro 1).

353



Cienc. Vet. 25 (2) 2007

Cuadro 1
Valores de Se, Sp, VP+, VP- y exactitud de la hematoxilina férrica de
Heidenhain, flotacién con cloruro de sodio y microscopia

directa respecto al ELISA de captura.

Técnica Se Sp VP+ VP- Exactitud
Hematoxilina férrica de Heidenhain 58,6 98,8 94,4 87,6 88,7
Flotacién con cloruro de sodio 48,3 98,8 93,3 85,0 86,1
Microscopia directa 20,7 98,8 85,7 78,7 79,1
DISCUSION la mayor certeza posible; asi, se impo-
ne el uso de pruebas diagndsticas con
Establecer el verdadero estado sani- sensibilidad y especificidad altas; sin

tario de una poblacién animal, en la
mayorfa de los casos, es dificil; por
esta razon, para prondsticos practicos,
se recurre con frecuencia a uno o mds
métodos de diagndstico con carac-
teristicas suficientemente aceptables

(Thrusfield et al., 2001).

El propésito de las pruebas diagnosti-
cas es ayudar a confirmar los posibles
diagnésticos presuntivos basados en
signos y sintomas; por esta razon, el
conocimiento de caracteristicas pro-
pias de cada prueba (sensibilidad, es-
pecificidad, valor predictivo positivo y
valor predictivo negativo) resulta esen-
cial para determinar su utilidad en la
préctica clinica habitual, especialmen-
te, los valores predictivos que hablan
de la utilidad en muestras individuales,
a pesar de que estos valores en realidad
constituyen promedios referentes al

poder discriminatorio de una prueba
dada (Tarabla, 2000).

Tratdndose de una infeccién poten-
cialmente zoondtica, la giardiosis en
los caninos debe ser diagnosticada con
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embargo, en el caso de esta enferme-
dad en la cual no se da la excrecién
del parédsito (trofozoito) en las heces
de forma constante y con la misma in-
tensidad durante el episodio de diarrea
(Dubey, 1993), el diagnéstico depen-
de de la experticia del médico tratante
junto con la capacidad diagndstica de
la prueba en si misma. Segtn los re-
sultados observados en este estudio, el
binomio médico tratante-laboratorio,
no es lo suficientemente exacto para
determinar la presencia del pardsito
en las heces. Esto quizd se deba a que,
en una alta proporcién de los casos,
una sola muestra de material fecal no
es suficiente, sino que son necesarias
tres muestras tomadas cada dos dias
durante una semana para tener mayor
certeza del diagnéstico (Hill, 1998);
en estas circunstancias, es posible que
no haya suficientes trofozoitos para ser
detectados visualmente. Sin embargo,
este inconveniente puede ser obviado
con una prueba de deteccién de anti-
genos con alta sensibilidad como lo es
el ELISA utilizado en este estudio.



Estos resultados son importantes si te-
nemos en cuenta que se trata de mé-
dicos veterinarios que son una repre-
sentacién de los médicos tratantes de
mascotas del Valle Central de Costa
Rica y que hacen uso del laboratorio
diagnéstico, quienes podrian estar lle-
gando a diagnésticos y terapéuticas
erréneas basadas, especialmente, en re-
sultados falsos negativos. Por ejemplo,
el método con la mayor exactitud, que
fue la tincién con Hematoxilina férrica
de Heidenhain, dej6 de detectar casi el
40% de los casos positivos a la prueba
de oro, aunque casi el 95% de esos ca-
sos fuera efectivamente positivo.

Esa situacién de baja sensibilidad se
repitié o empeoré con las otras dos
pruebas evaluadas. Esto indica que, en
general, tales pruebas son débiles para
detectar las infecciones, pero aquellas
que son detectadas tienen alta probabi-
lidad de ser reales. Si a esto le sumamos
que se utilizé6 como prueba de oro una
con cierta inexactitud (95% Sensibili-
dad, 99% Especificidad), el porcentaje
de falsos obtenidos por las otras prue-
bas, se podria ver incrementado.

Esta escasa capacidad de las pruebas
tradicionales para detectar animales
infectados pudo estar relacionada con
la forma intermitente de liberacién del
parésito y con la viabilidad de los tro-
fozoitos y quistes en el medio (Cordero
& Rojo, 1999). A propésito, se debe
tomar en cuenta que la realizacién de
la prueba hecha en un momento ina-
propiado puede dar lugar al fracaso de
la misma en la deteccién de las formas
parasitarias en las heces produciendo
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falsos negativos (Tarabla, 2000), con
el posible compromiso de la salud pu-
blica ante el riesgo zoondtico que pre-
senta la giardiosis. Otra causa posible
para esta inexactitud es el alto grado de
destreza requerido por parte de quien
realiza las pruebas (Sloss et al., 1994);
aun asi, es muy conocido que pruebas
coprolégicas subjetivas son altamen-
te inexactas, principalmente, por una

sensibilidad reducida (Tarabla, 2000).

Ademds de buscar la exactitud de una
prueba, se deben contemplar aspectos
como economia y simplicidad, eso si,
sin sacrificar la capacidad diagnéstica.
Segtin los resultados del estudio, ante
la inexactitud de las pruebas evaluadas
y el riesgo que se juega con los falsos
negativos, tanto para la salud del ani-
mal individual como para las pobla-
ciones caninas o humanas relacionadas
con el paciente infectado, se debe bus-
car un método diagndstico que ofrezca
resultados fiables en poco tiempo y a
precios accesibles a los propietarios de
los animales. Las pruebas inmunoen-
zimdticas son en la actualidad las que
mds se acercan a ese ideal.

La prueba de oro utilizada en este
estudio, el ELISA de captura SNAP
Giardia (IDEXX®), reporta alta sensi-
bilidad (95-96%) y especificidad (99-
100%) segin el estudio de Groat et
al. (2003); asimismo, presenta otras
caracteristicas que le dan beneficio con
respecto a las otras técnicas, tal como el
rapido tiempo efectivo para la obten-
cién de resultados. Ademis, se destacd
por tener capacidad de detectar el anti-
geno soluble, tanto en la fase temprana
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como tardia de la enfermedad, o bien,
durante un proceso agudo o crénico
(Dryden et al., 2006; Geurden et al.,
2008; Liu et al., 2008). Entonces, se
puede decir con bastante certeza que
las 29 muestras positivas al SNAP
Giardia (IDEXX®) corresponden a
animales con exposicién concurrente o
previa al parésito.

Un elemento adicional a favor del
SNAP Giardia IDEXX®) es que no re-
quiere de grandes cantidades de heces
para su ejecucién. La simplicidad de
esta técnica result6 ser una considera-
cién de importancia, por lo tanto, es
una técnica que puede ser ficilmente
utilizada en lugares donde no hay dis-
ponible personal técnico bien entrena-
do; por otro lado, se compromete muy
poco la objetividad de la lectura del
resultado a pesar de que la prueba se
realice por diferentes observadores. Fi-
nalmente, es una técnica muy segura,
porque la utilizacién de los antigenos
vivos no representd el escape de mate-
rial infeccioso a poblaciones suscepti-
bles o al mismo operador.

Los resultados de este estudio permiten
concluir que las pruebas tradiciona-
les coproparasitolégicas, junto con el
manejo diagndstico y terapéutico que
ofrecen rutinariamente los médicos ve-
terinarios a los pacientes sospechosos
de giardiosis, no brindan resultados
fiables respecto al estado infeccioso
de un perro respecto a la Giardia spp.
en especial cuando el resultado es ne-
gativo, contrario a lo que ocurre con
una prueba inmunoenzimdtica como

el SNAP Giardia (IDEXX®) con alta
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sensibilidad y especificidad, por ende
con alta exactitud; no obstante, el re-
sultado a esta prueba se ve potenciado
en su agudeza cuando se realiza una
prueba de flotacién a tres muestras to-
madas con dos dias de intervalo.
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