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INTRODUCCION Y OBJETO DE LA TESIS.

Los estudios'reallzados en Espafia sobre epidemiologfa
y patogenia de las protozoosis intestinales no son abundantes,
y cuando existen, no han utilizado con frecuencia la totalidad
de las posibilidades, que ofrece el diagndstico parasitologico

actual,

L_a falta de desarrollo de la investigacién parasitologica,
ha contribuido a mantener una serie de concepciones,que estan

siendo superadas en otros palses,

Adn cuando en determinadas zonas de nuestro pals,se vie-

nen realizando detecciones de Giardia lamblia en las heces so-

metidas a estudio parasitoldgico, son escasos los grupos de
investigacion que tengan un planteamiento experimental, el cual
permita definir el papel etlolbdgico y la importancia epidemiolo-

gica dé este protozoo Intestinal flagelado.

Tradicionalmente se ha venido considerando que Giardia
lamblia es un protozoo comensal, Sin embargo, ya en 1954,
Rendtorff realiza los primeros ensayos experimentales en
voluntarios humanos, llegando a la conclusidon de que estas

infecciones experimentales tienden a desparecer espontaneamente,



aunque {lama la atencidn acerca del hecho, de que de catorce

T
o

Infecciones que estudia adecuadamente, dos persisten al

menos durante 129 y 132 dfas,

L as més recientes publicaciones, a partir del afio 1977,
muestran que aunque parte de las personas en las que se detecta
este protozoo, no presentan sfntomas, existe un aumento de la

evidencia epidemiolbgica y clfnica de que Giardia lamblia puede

ser un importante patbgeno para el hombre, como causa de dia-
rrea aguda epldémica y de diarrea crdnica asociada a sindromes

de malabsorcion intestinal.

Las distintas implicaciones de este protozoo en la patolo-
gfa médica, estén aln por definirse con exactitud. Actualmente,
no es infrecuente ser consultado por los distintos especialis-
tas médicos, acerca de si G, lamblia puede ser la causa de la
taquicardia que presenta su paciente, de las abdominalgias del
niRo, de la urticaria crbnica que padece desde hace afios, un
paciente del departamento de alergia, de las molestias urina-

rias continuas donde no se encuentra bacteria causal de una



posible infeccidon, de las molestias hepaticas, de las molestias
ghstricas, los cuadros de catarro habitual descendente, asma

bronquial, dermatitis atdpica y procesos alérgicos en general.

Teniendo en cuenta estas consideraciones, hemos Iniciado
la presente tesis doctoral, en la idea de poder esclarecer en
Io posii)le el papel epidemioldgico, patogénico y la Incidencia
en nuestro medio de G, lamblia, gracias a la considerable can-
tidad de enfermos,que de una forma o de otra,hemos investiga-

do,para descartar paréasitos intestinales,

El mayor volumen de muestras procesadas)par‘a investigacion
de este protozoo,lo hemos realizado a partir de heces, donde el
nUmero sobrepasa las 5. 500 determinaciones,en un perfodo de

dos afios.

Igualmente, hemos estudiado el aspirado duodenal de 27
nifios afectos de cuadros de malabsorcidn Intestinal y més de
100 sueros,en los que hemos realizado inmunofluorescencia

indirecta, para la deteccién de anticuerpos circulantes como

medida indirecta en el diagndstico de Giardiasis.



El conocimiento mas exacto acerca del papel de G, lamblia
en fa patologia humana,puede en parte venir dado,por un mo-
delo experimental en animales, Ahora bien, las dificultades
para el cultivo de este protozoo son evidentes, Una vez que
se le saca fuera de su hébitat, sus flagelos dejan de moverse
en un corto esbaclo de tiempo a partii- de las muestras obteni-
das por aspliracion duodenal, y es precisamente a partir de

elias,cuando se intenta el cultivo de Giardia lamblia.

La idea de que es un protozoo intestinal que no se cultiva
no es exacta; ahora bien, el establecimiento de un cultivo de
trofozoitos a partir de un aspirado duodenal no es siempre

todo lo satisfactorlo que se desea,

En el afo 1962, Karapetyan,publica un articulo sobre

cultivo de Giardia en el que detalla sus hallazgos., Catorce afios

més tarde {(1976), Meyer, obtiene un cultive axénico de Giardia
lamblia, aunque no es capaz de realizar el cultivo siguiendo

las técnicas propuestas por Karapetyan, y realiza modificaciones.

Nuestra experiencia persona! en el cultivo de este protozoo



flagelado intestinal,se concreta en el mantenimiento de un
cultivo de G, lamblia, a partir de trofozoitos de aspirado
duodenal,procedentes de una nifia diagnosticada de malab-
sorcion intestinal, Una vez establecido el cultivo, pudimos
mantenerio durante cinco dfas, y para que quedara constan-
cia del hecho,herﬁos tenido ocasion de realizar una pelfcula
de corta duraci’on)donde pueden apreciarse los réapidos mo-
vimientos de G, Iambl}‘a, gracias a sus flagelos,y algunas imé-

genes que sugieren una multiplicacidn de los trofozoitos del

cultivo.

El objeto fundamental, pues, de la presente tesis docto-
ral,es aportar la experiencia personal en el diagnbstico para-
sitolbgico, aspectos epidemioldgicos, patogénicos y de cultivo,

del flagelado Intestinal Giardia lamblia,

A la luz de los conocimientos actuales, pensamés que ta
lucha contra las protozoosis intestinales, y en concreto de la
Giardiasis, es méas facil, debido fundamentalmente a un mejor
conocimiento de la biologfa del protozoo y al desarroilo de

nuevas técnicas que hacen posible su diagnbstico parasitolagico.



_i GIARDIA LAMBLIA

Concepto e historia.

Biologfa.

Taxonomfla,

Métodos diagnosticos,



Giardig lamblia es un protozoo flagelado que vive en
la parte superior del intestino delgado, héblitat donde rea-

liza su multiplicacion,

Antonj van Leeuwnhoek, de Delft, fué su descubridor
en 1681,a partir de sus propias heces diarreicas, viendo for-

mas mdviles con su proplo microscopio {59).

Este descubrimiento, que se relata en una carta de Lee-
uwenhoek, se olvidd hasta su redescubrimiento en Praga, por
Lambl, en 1859 (121), quién observd el parasito en las heces
diarreicas de un nifio, llamandole Cercomonas Iintestinalis.
Fue Stiles en 1925, quién lo situd en su género correcto y lo
llamb Glardia lambiia (111). Parece ser que Giardia,fué puesto

en honor de Alfred Giard,blblogo francés,(1846-1908),

En 1922, Kofold y Swezy, describen la estructura de
Giardia lamblia, diciendo que los quistes tienen una estructura
celular hlalina, cuatro nlcleos, cuerpos parabasales, axostilos

y porciones intracitoplsmicas de los flagelos (105),



L.a estructura fina de G, lamblia en el hombre, se descri-
be en 1957, por Rossi-Espagnet y Picardo, gracias a sus

estudios de microscopfa electronica {172),

La ultraestructura de los quistes de G, lamblia, fué
puesta de manifiesto por Sheffievld y Bjarne Bjorvatn en 1977

{184),
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2, - Biologla

Giardia lambiia vive en el intestino de toda clase de ver-
tebrados, desde los peces hasta el hombre (55), fijandose a

la superficle de las células de la mucosa intestinal,

Se presenta en dos estadios: -
a) Estadio de trofozoito (Fig, 1)

b) Estadio de quiste (Fig. 5)

El trofozoito es un flagetado piriforme,con simetria bila-
teral, con un extremo anterior redondeado y un extremo poste-

rior en punta,

Es un organismo concavo convexo, que mide de 10 a 21
micras de longitud, de 5 a 15 micras de ancho y de 2 a 4 micras

de espesor (71),

Presenta dos grandes nicleos y cuatro pares de flagelos,
Los dos nlicleos tienen grandes endosomas centrales, entre
los que se situan los dos axostilos, a los que se fijan los nG-

cleos mediante finas fibrillas.



Presenta un complicado sistema de gr‘a’nulos basales y
fibrillas, que conectan con los flagelos, y las varillas que

sostienen el disco suctorio.

En su parte ventral anterior, tiene un disco suctorio
concavo, que le sirve para adherirse firmemente a la super-
ficie eplitelial de la mucosa intestinal, y que le permite re-
sistir al peristaltismo habitual del intestino. Presenta ademés

blefaroplastos y un cuerpo parabasal. (Fig. 2).
La parte dorsal del trofozoito,es convexa. {Figs. 3y 4.

El trofozoito,se mueve activamente por répidas sacudidas
de sus flagelos. Absorbe alimentos a traves de la superficie de
su cuerpo. Parece ser, que su entorno 6ptim0,se encuentra en

un pH entre 6,38 y 7,02 (85).

Son poco tolerantes a la acidez y no sobreviven con faci-
lidad fuera del cuerpo humano, aunque se encuentran en aspira-
dos duodenales, y heces muy diarreicas de pacientes afectos

de Giardiasis.

Viven en duodeno y primeras porciones del yeyuno, aunque
a veces se pueden encontrar en conductos biliares y vesicula

biliar,



Posiblemente, se alimentan de la abundante secrecidn
de moco que su presencia estimula, y de una variedad de
aminoacidos, vitaminas y otras sustancias de las células

de la mucosa intestinal (176),

El trofozoito realiza su muitiplicacidon por divisidn en

dos.

Elpaso de trofozoito a quiste {enquistamiento)} ocurre
normalmente en el fleon terminal, de modo intermitente,
Los flagelos se retraen y se segrega una pared celular

qufstica hialina delgada,

El quiste es de paredes gruesas y ovaladas, de 8 a 14
micras de longitud. Contiene de dos a cuatro nlGcleos y for-

maciones comparables a las del trofozoito. (Fig., 6),

Cuando se encuentra maduro,suele contener cuatro nl-
cleos, axostilos y fibrillas dispuestas diagonalmente y de
ldos a cuatro cuerpos curvos., Los quistes se encuentran en
el intestino grueso y heces. Pueden sobrevivir en heces mas

de 60 dfas (111},
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La ultraestructura def quiste de G, lamblia,ha sido
propuesta por Sheffield y Bjorvatn en 1977, describiendole

de la siguiente formas

"Se encuentra rodeado por una pared densa, modera-
damente fibrosa de 0, 3 micras de espesor, Una membrana
delgada de citoplasma, separa la pared del quiste de los
espacios intracelulares, situados alrededor de la periferfa
del quiste. Normalmente hay presentes cuatro nlcleos. Los
cuerpos basales y los filamentos axiales se sithan entre los

EEL
nlbcleos, Dos laminas de microtlbulos se asocian con los

filamentos axiales, No se encuentran mitocondrias, reticulo

endoplasmico o aparato de Golgi.

En el citoplasma, se encuentran hileras paralelas de
microtdbulos, con estructuras como cintas (ribbon-like} per-

pendiculares.

Se encuentran unidades subestructurales, con una perio-~
. . M . . .
dicidad de 150 A, orientadas perpendicularmente a los ejes

longitudinales de las cintas (ribbons), Las estructuras como

o



cintas y los microtlbulos asociados, representan
porciones separadas del disco suctorio del trofozoito, y
aparentemente estan reorganizadas dentro del disco

suctorio". (184},

El paso de quiste a trofozoito (exquistamiento), se
realiza, una vez ingerido el quiste y cuando pasa al es-

tomago cuyo pH es aproximadamente de 2,

Se ha demostrado "in vitro", que las soluciones
 acidas cuyo pH se acerque al del estomago, pueden indu-
cir el exquistamiento de los quistes de G, lamblia, e
incluso a partir de los trofozoitos exquistados,se ha intenta-

do el posterior cultivo axénico. (17).




3, - _Taxonomf{a,

Giardia tamblia es un microorganismo incluido en el

phylum Protozoa, subphylum Mastigophorea y Clase Zoo-
mastigophorea del Cddigo Internacional de Nomenclatura

Zoolbdgica. (33).

L as distintas especies de Giardia,han sido y son

actualmente objeto de discusion.

En 1952, Ansari, enumerd 38 especies de Giardia a

las que aplicd distintos nombres y describibd, asl como ocho
o diez especies mis, a las que did la denominacibn provisio-

nal de Giardia sp. (1).

Sin embargo, también en 1952, Filice,conciuye que los
criterios hasta ahora utilizados en la asignacion de las dis-
tintas especies, no son exactos, y propone (nicamente 3

especies: Giardia aqllis, Giardia duodenalis y Giardia muris,

(69).

Para mamiferos, han sido descritas 20 especies (1,2, 153),
en base a la especificidad de huesped y a diferencias morfo-

ldgicas y dimensionales,
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La especie hallada en el hombre, se le conoce como

Giardia lamblia o Giardia duodenalis.

Se puede pensar, que los criterios aceptables para
distinguir las distintas especies, han de basarse en los

siguientes puntos:

a) Morfologfa del trofozolto.
b) Dimensiones del trofozoito.
c) Especificidad del huésped a ser infectado por una

determinada especle.

En 1973, Levine sugiere, que en ausencla de unos
cuidadosos experimentos de transmisidon cruzada, serfa més
conveniente que permanecieran los nombres orlginales espe-
cfficos, para muchas de las Giardia sp, de los diferentes
huespedes (122), Sin embargo, algunos investigadores prefie-

ren no poner nombre a las especies por ellos estudiadas (130).

En 1978, Grant y Woo, realizan experimentos de transmi-
sién cruzada, combinados con estudios de morfologla y dimen-

siones de Glardia sp. de diferentes huespedes. (82),



Muchos autores anteriormente, habfan puesto su confian-
za en las pequefias diferencias morfoldgicas entre trofozoitos,

para la identificacion de las especies de Giardia, Los crite-

rios més utilizados inclufan:

a) L.a oblicuidad de los nlicleos en relacion al eje axial.

b) £1 punto de partida de los flagelos anteriores, en
relacibén con la posicidn del nlcleo.

c) L.a densidad del citoplasma tefiido,

d) El grado de condensacion de Ie; cromatina nuclear,

e) La presencia de granulos, en el punto de partida

de los flagelos.

Sin embargo, los estudios realizados bajo estos parame-
tros, indicaban que tales criterios eran dependientes de la
posicion y estadio de divisién de los trofozoitos, asf como de
los métodos de preparacion, de los fijadores y de las tinciones
utilizadas.

Asf por ejemplo, variando el tiempo de prefijacidon y secado

se producen diferencias en el tamaflo, morfologfa general,

densidad del citoplasma y relativa posicion de los organulos.
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Sin embargo, la forma del cuerpo medial {median body) fué

al parecer el Gnico caracter relativamente no afectado (82),

En 1909, Noc, en 1952, Filice, y en 1962, Bemrick,
manifiestan que la Gnica diferencia sustancial entre trofo-
zoltos de diferentes especlies de Giardia era la forma y

posicién del cuerpo medial. (154,69, 15),

L.a morfologfa de los duistes, utilizada para diferenciar

las distintas especies de Giardia, no parece ser un buen

método, y asf por ejemplo, el cuerpo medial que parece apre-
ciarse en diversos quistes, cuando se observan al microsco-
pio ordinario no es tal, ya que cuando se ve al microscoplo
electrdnico, lo que se Interpreta como cuerpo medial, es un

reforzamiento del borde del disco suctorio {184).

También se han utilizado en ei pasado, las dimensiones

de los trofozoitos, para diferenciar especies (83),

En 1930, Hegner, pensd que las especies eran estrictamente
especificas del huesped, conclusion basada en las aparentes
diferencias morfolbdgicas y dimensionales entre los trofozoitos,

obtenidos de huespedes de diferentes especies. Sin embargo,
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los resultados de los experimentos de transmision cruzada,
han sido contradictorios y no apoyan ni refutan el concepto

de especificidad estricta del huésped (82),

En 1978, Grant y Woo, realizan una serie de mediciones
de los trofozoitos de Giardia que estudian, y citan los para-
metros que utilizan para sus mediciones. Piensan, que dentro
y entre las distintas especies de Giardia, deben ocurrir va-
riaciones, y es necesario examinar un gran nimero de trofo-
zoitos de numerosos huéspedes de la misma especie, para

obtener medidas representativas de la especie (82),

L a forma del cuerpo medial del trofozoito, parece ser
Gtit 'en el estudio de las distintas especies, y distintos auto-
res,han sugerido que la presencia de cuerpos mediales en
los trofozoitos, esta en relacidon con el ciclo reproductivo

del parasito. (16, 185, 105, 123),

L_as observaciones de que trofozoitos con esta estructura
son mayores que los que no tienen, y el hecho de que los cuer-
pos mediales no estén presentes en los quistes, parecen apo-

yar esta hipotesis,
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Tal vez cabe pensar, que los trofozoitos con cuerpos
mediales, son formas maduras, mientras que los trofozol-
tos sin cuerpos mediales, son formas que acaban de divi-

dirse (82),

Los estudios con microscopfa electronica, revelan
que los cuerpos mediales estan formados por microtlbulos
y no parecen ser organulos de depdsito de nutrientes.

(53, 54, 70, 84),

Parece ser pués, que actualmente, para estudiar las

diferencias entre las distintas especies de Giardia, se

sugiere el estudio de las dimensiones de los trofozoitos con

cuerpos mediales (186, B2).

L os estudios realizados con respecto a la especificidad
del huesped,por Grant y Woo, no Ilegan a una conclusibn

definitiva. Estos autores utilizan G, lamblia, G, muris,

G, simoni, G, peromyscl, G, microti, G, mesocricetus y

Giardia spp, para estudiar la especificidad de! huésped,
y concluyen diciendo que, las tres primeras especies no

infectaron a huéspedes de otras especies; pero que



21

G, microti obtenida de hamsters, si infecta otras especies,
G,_mesocricetus de ratas de laboratorio infecta a hamsters,
Giardia spp. de ratas salvajes infecta a ratas de laboratorio
y que Giardia lamblia de humanos, no infectan a ratas de

laboratorio o ratones, (82).

Sin embargo, en 1956, Halba, transmite Giardia desde

seres humanos a ratas de laboratorio, (88).

Podemos pués conclulr diciendo, que la taxonomfa de

Giardia,no esté aclarada y quizis sea necesario esperar a la
realizacldon de estudios mas profundos (genéticos, estructura

de DNA, relacion Indice citosina—guanina, etc),

No obstante cabe pensar, que los estudios que se realicen
para dilucidar las distintas especies de Giardia, se guiaran
siguiendo al menos tres patrones fundamentales, como son
morfologia, dimensiones de los trofozoitos y especificidad

del huesped.
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4, - Métodos diagnbsticos,

Para la blsqueda del protozoo Giardia lamblia, se utiliza

basicamente cuatro procedimientos en patologfa humana:

a) BUsqueda en heces.
b) Blsqueda en aspiraciones duodenales.
c) Blisqueda en biopslas de Intestino delgado,

d) Demostracidn indirecta mediante técnicas serolbgicas,
a) Blsqueda en heces, -

E| examen parasitologico de las heces, se puede llevar
a cabo, realizando una suspension de las mismas en solucidn
salina, que bien puede tefiirse con Lugol u otro colorante
apropiado, Posteriormente, se procede a su examen al mi-
croscoplo dptico para detectar los quistes o trofozoitos de

G, lamblia, (Fig, 7)

Este método es obligado para la posible deteccion de tro-
fozoitos en heces, a no ser que se utilicen sustancias pre-

servadoras de los trofozoitos (P, V. A, o M, I,F,),

Para la deteccidon de quistes de G, lamblia, bien puede

emplearse el método anteriormente descrito, o mejor una
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técnica de concentracidon, que permita visualizar los
quistes de aquellas muestras donde sean incluso esca~

SOS.,

Rutinariamente utilizamos una modificacion del méto-
do de concentracidn de formol-&ter (5) y que conlleva

los siguientes pasos:

- Se toman 1-2 g, de heces problema.

- Se afladen a un tubo conteniendo 5 cc, de for'm.alina
al 10%.

- Se mezcla adecuadamente,

- Se filtra esta mezcla por un filtro,cuyo didmetro de
poro no sea superior a 1 mm (nosotros utilizamos un
colador de cocina,de 1 mm de didmetro de filtro).

- Se recoge el filtrado y se coloca en un tubo, al que se
afladen 3 cc, de éter-etilico,

- Se agita 'a mezcla durante 15 segundos, si es posible
en un agitador mécanico.

- Se centrifuga a 3.000 r,p.m. durante 1-2 minutos,

- Se forman cuatro capas que se decantan.
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~ Se recoge el fondo del tubo y se pone entre porta
y cubre con o sin una gota de lugol, para su obser-

vacidén al microscopio dptico.

Debido a ia periodicidad en la excrecion fecal de quis-
tes, (179,21), 1a mayorfa de los autores preconizan el
examen parasitoibdgico de mas de una muestra de heces,

en cada paciente donde se sospeche :giardlasis,

Nuestra recomendaclon para el envio de muestras de
heces, de aquellos enfermos con sospecha clfnica de
giardiasis, es que se realicen tres tomas de heces en
intérvalos de dos dlas, asl obtenemos un nGmero de tres
muestras, que puede ser aumentado a seis en aquellos
casos de fuerte sospecha clinica, pero que en las pri-
meras tres determinacliones no se ha visualizado Gjardia

famblia.

Es necesario el estudio de mas de una muestra fecal,

para descartar la parasitacion por G, lamblia,

Wolfe, en su experiencia, con sujetos posibiemente

afectos de esta parasitosis, obtiene un 76% de positivi-
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dades cuando sdlo procesa una muestra de heces; 90%
de positividades, cuando son dos las muestras procesa-
das y 97,6% de positividades,cuando se procesan tres

muestras,

Este estudio se realizd en 670 casos positivos, utili-
zando el examen en fresco y el método de concentracidon

con formol-éter de las muestras fecales (211).

De la misma manera, no es infrecuente encontrarse

hallazgos positivos para Giardia lamblia, cuando se rea-

lizan mas de una Investigacion parasitoidogica de las heces

de los sujetos sospechosos de giardiasis.

Por consiguiente, una sola muestra fecal, donde encon-

tremos quistes de Gjardia lamblia, es absolutamente diagnos-

tica, Ahora bién, en aquelios paclentes donde se sospeche
giardiasis, se deben realizar varias determinaciones de

parasitos en heces, para descartar esta parasitosis,

Una sola muestra de heces, en la que no se detecte

Glardia lamblia no es excluyente de la posible parasitacion

por este protozoo, y se deben realizar posteriores exame-—

nes parasitolo’gicos para asegurar el diagndstico.
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b) BlUsqueda en aspiraciones duodenales,

Como anteriormente hemos citado, la excrecion de
quistes de G, lamblia en heces, se realiza de forma

peribdica (21, 179},

Un determinado ntmero de veces, no es posible
encontrar el protozoo en las deyecciones emltidas,
por eso es necesario buscarlo en su habitat, como
es el duodeno y primeras porciones del yeyuno, donde
en forma de trofozolto realiza su nutricidn, crecimien-

to y multiplicacién,

El aspirado duodenal, es pués un método diagndstico,

que se puede reallzar para la blUsqueda de Giardia lamblia,

El método consiste en sondar al enfermo y esperar con
paciencia a que la sonda llegue a duodeno, circunstancia
que puede ocurrir en la mayorfa de los casos en algunas

horas.

Se comprueba radiologicamente en distintos perfodos,

si la sonda se encuentra alojada en el lugar deseado, y
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es entonces cuando se procede al aspirado duodenal con
una jeringa adecuada. Actualmente, existen métodos de
obtencidén de jugo duodenal, que hacen més facil la rea-
lizacién de este procedimiento diagnbstico, y asl comer-
cialmente se ha elaborado un dispositivo que lleva el
nombre de Entero-test, Es un hilo,que en un extremo
posee una capsula de gelatina, que en su interior lleva
una bolsita, Este dispositivo se deglute por el enfermo,
y pasadas unas horas, cuando la bolsita ha llegado a
duodeno, se procede a retirar el dispositivo y se obtiene

la muestra duodenal (23, 24, 106, 197).

E| diagnbstico de giardiasis por aspiracidn duodenal,

es mas dificultoso, comparado con el examen periddico

e

de muestras fecales. Sin embargo, a veces es un método
mejor desde el punto de vista de la seguridad diagndstica,
y es preferido por diversos autores. (25,72, 76, 124, 155,
168, 164), Otros autores sin embargo, plensan que el

. examen de heces es suficiente (7, 110}, Naik, en 1978, de
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32 paclentes que tienen quistes de G, lamblia en heces,
sdlo 24 (75%) muestran trofozoitos en el aspirado duo-

denal (156),

Por consiguiente el aspirado duodenal, puede no mos-
trar trofozoitos de G, lamblia, y sin embargo, una b(s-
queda repetida de este protozoo en heces, puede ser

diagnostica.

Una vez obtenido el jugo duodenal, se procede mediante
la colocacidon de una pequefa cantidad de este aspirado,
entre porta objetos y cubre objetos a su observacion al
microscopio dptico. El tiempo transcurrido desde la
obtencidn de la muestra, hasta su vision al microscoplo,
debe ser el menor posible, debido a la fragilidad de los
trofozoitos de G, lamblia, Es facil reconocer los trofo-
zoitos, ya que sus movimientos son ripldos y su morfo-
logla caracteristica, pero se debe proceder a su obser-

vacion cuanto antes.

A partir de estos aspirados y sobre todo,si no puede ver-

se lo més répido posible, se pueden realizar extensiones
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g0

en portacbjetos que posteriormente, previo fijado, se pueden
tefiir con Giemsa o colorante tricromico y asf visualizar los

trofozoitos que hubiere en el aspirado duodenal.

Ultimamente, se ha utilizado el microscopio electroénico,
como medio diagnostico, a partir del aspirado duodenal, de
squellos pacientes sospechosos de giardiasis (67, 187, 107,
134, 12). La utilidad de este procedimiento se pone de mani-
fiesto, en aquelios casos en que hay una fuerte sospecha de
giardiasis, pero no se encuentra el protozoo con los métodos
habituales, Se pueden visualizar con este método,menos de

cincuenta giardias por mt de aspirado duodenal (14),
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c) Busqueda en biopslas de intestino delgado,

En este método diagndstico,es necesario el sondaje del
enfermo, y una vez obtenida la biopsia, se realizaran

cortes histologlcos para su demostracion,

Se pueden realizar improntas de la mucosa intestinal, y
posteriormente proceder a su fijado y tefiido con Giemsa,
Este méetodo se utiliza en conjuncidn con el aspirado duo-

denal, para la bUsqueda de G, lamblia,

Recientemente, se utilizan las improntas de mucosa
intestinal de las biopsias yeyunales como método Gtil en

el diagnbdstico de glardiasis {8, 9, 110).

Nosotros hemos utilizado sistematicamente la tincion
con Giemsa, de las improntas de las biopsias Intestinales,
de los pacientes a los que se realizd aspirado duodenal

con la consiguiente blopsia.

L.a demostraciéon de G, lamblia en las biopsias de intes-
tino delgado, ha sido puesta de manifiesto por diversos
autores. (18,45, 60, 87, 223), desde entonces constituye un

método alternativo en el diagnbstico de giardiasis.
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La demostracion indirecta de G, lamblia en patologfa
humana, puede llevarse a cabo, realizando test seroio-
gicos, que detecten la presencia de anticuerpos circulan~
tes, y asf algunos autores,han contribuido dg esta forma

al diagnbstico de la giardiasis.

L.a demostracion de anticuerpos circulantes, en el suero
de un enfermo, se realiza a partir de trofozoitos o méas
frecuentemente de quistes de G, lamblia (que sirven como

antigeno) obtenidos de las heces de personas infectadas.

La utilizacion de la tecnica de inmunofluorescencia indi-

recta es aplicable a este método diagnbstico. {174, 175, 129),

Actualmente, también se ha utilizado la inmunodifusion
pasiva, como técnica diagnostica de demostracién de anti-
cuerpos séricos circulantes, en pacientes con giardiasis,

utilizando quistes de Giardia lamblia como antigeno (202).
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Es necesario decir, que no en todos los pacientes que
presentan parasitacion por G. lamblia, se encuentran
anticuerpos circulantes en su suero, Ahora blén, en
determinadas situacliones en que se ha establecido una
malabsorcion intestinal, pueden no encontrarse quistes
o trofozoitos del protozoo en las distintas investlgaclt;nes
parasitologicas realizadas, y sin embargo,obtener un
tftulo sérico valorable. Estos sujetos son tratados de su
giardiasis y mejoran espectacularmente de su sintoma-

tologla,

Estas situaciones clfnicas, se ha pensado que puedan

deberse a la existencla de una giardiasis criptica (174),



Fig. 3. -Trofozoitos de G, tamblialvisién lateral),
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Nucleos

Disco suctorio

Flagelos

Blefaroplastos

Cuerpo medial

Blefaroplastos o parabasal,

Fig. 2.- Trofozoltos de G, lamblia (esquerha)
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.-— Disco suctorio

NGcleo ™ —

Flagelos —,

Fig. 4 .- Esquema de trofozoito de G, iamblia_{visidn lateral)



Necleos — _.—— Pared qufstica

~— Restos del

Citoplasma granular—-
ap. locomotor.

Fig., 6. - Esquema de quiste de G, lamblia
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Fig. 7. -Quistes de G, lamblia, tefiidos con lugol,
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1. - Introduccion,

La giardiasis es una parasitacion distribuida por todo

el mundo, y su incidencia puede variar desde el 1 al 30% (164).

El| porcentaje medio de incidencia de Giardia lamblia,

citado hasta 1931,por 60 autores diferentes, era de acuerdo

con Behnke de aproximadamente un 12,5 % (29).

Sin embargo, la incidencia de giardiasis en el mundo, en
los Gltimos treinta afios es aproximadamente de un 2 a un 6%,
bién se haya hecho el diagnbstico parasitoldgico a partir de las

heces o del aspirado duodenal (164),

Ha sido L.eningrado, una de las principales zonas del
mundo, donde se citaba que se contraia la infeccion, pero
sin embargo, Wolfe, dice haber encontrado casos de giardia-

sis de 97 paises diferentes (211),

Boe, en Oslo, encuentra Giardia lamblia enun 5 a 6%
de 1, 100 pacientes, donde investiga paréasitos en heces en 1943

(26).

En Dinamarca, Lund, encuentra hallazgos similares en

1943 (125), y algunos afios antes, parecidos porcentajes
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fueron encontrados por Svenson en Finlandia y Suecia (188),

En Estados Unidos, Gleason, en 1970, encuentra un 5%
de positividades, en los examenes parasitoldgicos realizados

en heces (77),

En Francia Brumpt y Brumpt, citan un porcentaje de para-
sitacion del orden del 10% (28), aunque Ligny lo sitha en

aproximadamente un 7% (126),

En Alemania, Haas, de 23,078 muestras de heces, en

1967, sbdlo encuentra un 2,6% de positividades (89).

En la India, Das Gupta, en 1944, de 1,000 muestras de

heces, encuentra hallazgos positivos para Giardia lamblia,

en el 7,9 de las muestras estudiadas (61). Aunque este por-
centaje baja al 6,4% sl se compara con el estudio de Antia,
también en la India, pero en 1966 y con mayor nUmero de mues-
tras fecales procesadas, ya que éste autor cita haber estudizdo

4,720 muestras (3),

En nuestra estadistica,realizada desde Octubre del afio

1977 a Octubre del afio 1979, hemos encontrado un porcentaje



41

de positividad para Giardia lamblia del orden del 7, 35%.

Este porcentaje se ha obtenido, de considerar e! ntmero
de muestras procesadas para determinacion de parasitos
en heces, que ha sido de 5, 600 muestras fecales, y el

nOmero de enfermos donde hemos encontrado Giardia lamblia

en heces, que ha sido en 412,

L.os estudios comparativos de distintas partes del mundo,

incluyendo nuestra estadistica son expuestos en la Tabla I,

Parece ser ue las condiciones higiénicas desfavora-
y @
bles, favorecen el aumento de la parasitacion por Giardia

lamblia (111, 27).
L.as principales fuentes de infeccidn son:

a) El agua (30, 135,212, 189, 190, 37),
b) Las comidas contaminadas (31, 213),

c) El contacto interpersonal (164, 32, 112),

El agua, puede ser un vehiculo efectivg.”2 transmision

de giardiasis.
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Giardia lamblia, en forma de quiates mantenidos en
agua a 8°C. durante un per{odo de dieciseis dias, infectd

a voluntarios que bebieron el agua (179).

Otras fuentes de transmision, incluyen ingestion de

comidas contaminadas y vegetales (31),

Se ha.citado el hallazgo de Giardia lambiia en perros,
y asl se ha postulado su posible papel en el ciclo epidemio-

légico (163).

E| contacto interpersonal, ha sido descrito sobre todo

en guarderias (32, 112),

Esta Gltima via de contagio,s?guir‘fa probablemente el

mecanismo fecal-oral,

Estas tres vias fundamentales de transmisidn, se rea-
lizan gracias a los quistes del parisito, que son capaces
de sobrevivir en agua frfa o templada de uno a tres meses,

aunque son destruidos Inmediatamente a 502C (33).

Los quistes de G, lamblia, resisten aguas cloradas al

0,5% durante dos a tres dfas, aunque parece ser que son
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destruidos por compuestos de yodo, en las dosis recomen-

dadas para la purificacion del agua (213),

Se han citado epidemias de giardiasis en Colorado (135),
en el estado de Nueva York {136), en Kentucky (30), y en

otras localidades en los Estados Unidos de América (180),

E| Centro para Contro! de las Enfermedades (C.D, C)
de E.E, U, U, , examind 1419 personas, procedentes de Lenin-
grado y otras ciudades de la U, R, S,S,, de 1969 a 1973,
En este estudio,se detalla,que el 35% de estos pacientes,
estuvier“on enfermos durante el periodo de estancia, o al
poco tiempo de regresar a E,.E, U, U, E| perfodo medio de
duracibn de la enfermedad, fué de seis semanas, Trescientos
sels pacientes llevaron al menos una muestra de heces y el

30% fué positivo para Giardia lamblia (34, 198).

Por consiguiente, la posibilidad de gpidemias de giar-
diasis es un hecho constatado y que puede representar un

problema, desde el punto de vista sanitario.



44

x

Las tres fuentes fundamentales de contagio, es decir,
agua, alimentos contaminados y la transmision por el contac-
to Interpersonal, son los puntos Importantes de la epidemio-

logfa de esta parasitosis,

Aunque diversos animales pueden ser portadores espon-

taneos de Giardia en la naturaleza, como ratas, cobayas,

perros, conejos, aves, etc.,el perro es quizés el animal que
tiene mayor contacto con el hombre, Y asf, hablendose encon-
trado perros parasitados por Giardia, se ha pensado en la
posible transmision de este protozoo desde el perro hasta el
hombre, como mecanismo gue puede ocurrir espoma'neamente

(163),

La parasitacion por Giardia es una realidad en nuestro
medio, y es necesario tenerlo en cuenta en los diversos cua-
dros diarreicos, que se presentan sin causa aparentemente

explicable,
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2. - Incidencia_de_Giardia lamblia_en nifios,

El protozoo G, lamblia es més frecuente en nifios,

que en adultos y asi lo reflejan en sus publicaciones

distintos autores (35, 36, 46, 137, 138),

En 1943, Boe y Rinvik, estudian 402 nifios hospita-
lizados en Osto y encuentran G, lamblia en el 7,7% de los

nifios estudiados (26),

En 1921, Maxcy, se refiere a G, lamblia como un
protozoo comln parasito de nifios. (139), En 1922, Mac
Gill y Lyons, y en 1925, Swaln, estan de acuerdo en el
hecho de que es un protozoo especialmente patdogeno para

nifios (140, 127),

Powell, en Irlanda, en 1956, investigd 100 nifios
cuyas edades eran de 6 meses a 14 aflos y encontrd un

porcentaje de parasitacion de! 3% (168),

En 1967, Kidney y Holland, citan haber encontrado
243 casos de giardiasis,en nifios de edad inferior a 14

afos, encontrado los hallazgos positivos en el 5% de
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nifios menores de 1 afio, en el 62% de los nifios menores
de 5 afios y a partir de esta edad la incidencia disminufa

considerablemente (111).

En estudios donde se considerd el contacto interper-
sonal como mecanismo de contagio, las edades més suscep-

tibles de infectarse, fueron de 1 a 3 afos (112),

En 1968, Kapoor y Mody, de 145 casos de glardiasis,
encuentran 75, en nifios menores de 15 afios, y 69 en adultos

mayores de 15 afos (113).

L.os nifios mantienen G, lamblia mas frecuentemente que
los adultos y son probablemente mis vulnerables a sus efectos

(49, 204).

En 1954, Chandler, realizando examenes parasitologicos
en aldeas egipcias, encontrd este parasito enun 16% de las
personas en edad inferior a la pubertad y sdlo en un 3% de

tas personas que hablan pasado ya dicha edad (55),

Nuestro estudio de giardiasis, que comprende un total

de 5, 600 determinaciones de paréasitos en heces, apoya la
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idea expresada por los distintos autores,a los que nos
hemos referido, ya que de 279 pacientes donde pudimos
documentar edad, el mayor porcentaje de positividad
correspondid a nifios de edad inferior a los 14 afios.
(89,24% de los hallazgos positivos), El porcentaje
disminuyd considerablemente en edades superiores

a 14 afos (10,75% de los hallazgos positivos), Estos

datos se expresan en la Tabla I,

Las edades de presentacion de Giardia lamblia

en heces, variaron desde pocos meses de vida hasta

81 afios (Tabla 11),

El hallazgo de G, lamblia en niflos, asl como en

adultos, probablemente se encuentra en relacion con

el nivel de higiene (164),

L_a incidencia de G, lamblia en nifios,se expresa

en la Tabla IV,

En nuestro estudio el mayor porcentaje de hallazgos

de G, lamblia,correspondid a nifios cuyas edades estaban
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comprendidas entre 0 y 5 aflos (44,80% de los hallazgos
posltlvos), el porcentaje Inmediatamente inferior corres-
pondid a nifios,cuyas edades estaban comprendidas entre

6 y 10 afios. (31,89% de los hallazgos positivos) y por
Gitimo, el porcentaje mas bajo lo obtuvimos en niffos cuyas
edades oscilaban de 11 a 14 afos (12,54% de los hallazgos

positivos) {Tabla V).

El menor cuidado higiénico por parte de la poblacion
infantil, es quiz&s un factor importante dentro de las posibies

explicaciones que pueden encontrarse, en relaclon con la

mayor parasitacion por Glardia lamblia en nifios.

Anteriormente hemos hecho mencion a distintos autores,

que hacen a su vez referencia,a un mayor fndice de parasi-
tacion en los nifios, En nuestro trabajo,hemos encontrado
igualmente un aumento en la incidencia de G, lamblia en

nifios, comparada con la del adulto,

L,as comunidades de nifios facilitan el contacto inter-
personal y el contagio de unos a otros. ‘Asf se han descrito

casos de epidemias en guarderias, recomendandose diversas
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medidas para reducir la transmision de G, lamblia en estos

centros (121, 38, 32).

También se ha citado una mayor suceptibilidad por parte
de los nifios a ser infectados, vy a presentar mas facilmente

sintomatologfa que los adultos. (49, 121, 224).

Por consiguiente, es necesario, no olvidar, que esta
mayor incidencia y su asociacion con una mayor facilidad a
padecer sintomas, nos puede ayudar en el diagnostico para-
sitoldgico de los nifios. Indudablemente en los cuadros dia-
rreicos infantiles conviene descartar la parasitacion por
Giardia lamblia, debido a que este protozoo no es infrecuente
en los nifios y puede ser la causa o al menos formar parte de la

causa de su diarrea,
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3. - Incidencia de Glardia

e e s et o e T e e

L.a aceptacion de G, lamblia como p&togeno intestinal,ha
llevado a considerar su implicacion en la patologla digestiva
del adulto, asl como en procesos alérgicos en general entre

otras sintomatologlas.

En 1965, Ligny, clta haber realizado 991 examenes para-
sitolo’gicos motivados por trastornos digestivos y encuentra
G, lambiia en 86 casos {126). Este mismo autor, refiere que

los obtiene en el grupo de personas de edad comprendida entre

20 y 30 afios.

En nuestra estadistica, considerando adultos aquellas
personas cuya edad era superior a 14 afios, obtenemos un mayor
porcentaje de parasitaciéon en edades que oscilan de 20 a 30
afios, encontrando casos de parasitacion desde 15 afios hasta

81 afios (Tabta VI),

El nimero de hallazgos positivos considerando los 279 pa-~
cientes donde pudo documentarse la edad, fué& de 30 para adultos,

lo que supone un 10, 75% de los hallazgos positivos (Tabla 1),
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L.a disminucién de la parasitaciéon por G, lamblia es un
hecho a medida que liega la edad adulta, esta observacidn la
hemos podido constatar personalmente, ya que es un hospital
general, donde hemos realizado este trabajo, y la frecuencia
de peticidn de parésitos en heces, asl como Ia incidencia de

parasitacion, es baja en las personas adultas,

L.a progresiva disminucibn de la parasitacidon por G, lamblia
queda reflejada si comparamos, distintos grupos de edad y asf
de un 44,80% de porcentaje de positividad en nifios cuya edad
oscilaba de 0 a 5 afios, solamente obtenemos un 10,75% de

porcentaje de positividad en el grupo de aduitos (Fig. 9),

La parasitacién por G, lamblia supuso un 89, 24% de ios
hallazgos positivos en nifios cuya edad era inferior a 14 afios
y un 10,75% de los hallazgos positivos en adultos cuya edad

era superior a 14 afios (Fig. 8).

La disminucidén de la parasitacién por Giardia lamblia

en la poblacidon adulta, es un hecho claro si se compara con la

incidencia de este protozoo en nifios,

Los habitos higiénicos mejores, favorecen esta disminucibn

de la incidencia de parasitacién por G, lamblia,
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El nivel de incidencia de G, lamblia se encuentra en

relacidn probablemente con el nivel de higiene (164).

La menor Incidencia en personas adultas, en parte
también viene dada, por una probable resistencia adquirida
a la parasitacion, después de haberse puesto en contacto

con el protozoo en edades mis tempranas.

Asl en estudios realizados en zonas endéemicas, se ha
pensado en la posibiiidad de'una inmunidad adquirida, ya
que las personas que estan en estas zonas un corto perfodo
de tiempo y sc;n parasitadas por G, lamblia, presentan para-
sitaciones porcentualmente mucho mas altas que las personas

que [levan viviendo largas temporadas (211),

Se ha encontrado experimentalmente resistencia a fa infeccion

con Giardia muris en un modelo animal, como la rata (211),

Estas consideraciones explicarian en cierta medida
la disminucidon de la paraslitacion por G, lamblia en edad

adulta.
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4, ~ Gjardia lamblia y nifics asmaticgs,

La asociacion entre asma bronquial y parasitosis intes-

tinal es un tema objeto de discusibn.

En 1970, David y Tullis estudian 201 pacientes con asma
bronquial y encuentran que e} 93% tienen Ascaris |umbricoides

6% Sirengiloides stercoralis v 1% Necator amerjcanus (62),

Van Dellen y Thompson encuentran Ascaris lumbricoides

en 60 de 123 pacientes con asma bronguial (203),

En 1978,Kayan y Cols, de 50 pacientes que estudian con
asma bronquial, y 50 controles normales, encuentran un 40%
de parasitacidn por Ascaris lumbricoides en pacientes con asma
bronquial, y sbdlo un 14% de parasitacibn en el grupo control

{(114),

L_a asociacion de asma bronquial y parasitacion intestinal

es pués un hecho.

En el perfodo de tiempo comprendido entre Octubre de 1977
y Octubre de 1978, estudiamos las heces desde el punto de vista

parasitologfco de 164 nifios, cuyas edades oscilaban de 0 a 14
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afios y que procedian del Departamento de Alergia Infantil,

donde habfan sido diagnosticados de asma bronquial,

El nlmero de determinaciones parasitologicas varib
entre una y tres, siendo la mayorfa de las veces, tres las

determinaciones realizadas en heces,

L.as muestras de heces fueron procesadas sigulendo

la téchica de concentracldn con formol y &ter {5),

En el grupo de nifios estudiados encontramos G, lamblia

en 22 niflos, lo que representa un porcentaje del 13,41%,

Para comparar este hallazgo con un grupo de niflos
que no presentaran manifestaciones alergicas en general,
realizamos el estudio de 75 niffos. En este grupo sblo
encontramos G, lamblia en 2 niffos, lo que representa un

2,66% de positividad de los nifios estudiados. (Tabla Vi),

Este hecho nos ha Itevado a pensar en Ja asociaclon
existente entre giardiasis y asma bronquial, sin hacer,

referencla a su implicacidn en la patogenesis de la enfermedad,

Desde el punto de vista epidemiolbgico,nos parece pues

necesario puntuallzar’ que la presencia de G, lamblia en
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nifios con asma bronguial, es un hallazgo, que conviene
tener en cuenta a fa hora de asociar procesos asméticos

con parasitosis intestinales,

Quiz4s sea demasiado aventurado el implicar el
protozoo G, lamblia en la patogénesis del asma brongquial,
pero lo que nos parece fuera de toda duda es la asociacidn

entre G, famblia y asma bronauial,

Tal vez sea necesario resaltar, que estos nifios a
los que hemos encontrado G, lamblia en heces, que pre-
sentaban un cuadro alérgico de asma bronquial, cuando se

les trata de su protozoosis mejoran considerablemente de

su asma brongquial,

La asociacidon entre giardiasis y asma bronquial
requiere un estudio experimental mis profundo, para intentar
buscar una relacion de causa-efecto o ror el contrario des-

cartar completamente este hecho.

Los pacientes alérgicos en general, se encuentran més
frecuentemente parasitados, y tal vez G, Jamblia sea una

parasitacidon més de los procesos alergicos en general,

Estudios inmunolbogicos més extensos y profundos son
necesarios, para estudiar estas asociaciones que son objeto de

discusién,
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5. - Glardja lambl]a vy nifies inmunodeprimidos,.

En relacidon con el estudio epidemioldgico de la giardiasis
y teniendo en cuenta las posibles razones de base para una

asociacibn entre giardiasis e inmunodepresién, (115,214, 225),

Hemos estudiado un grupo de nifios cuyas edades estaban
comprendidas entre 1 y 9 afios de edad, Todos ellos estaban
diagnosticados de procesos tumorales, y todos presentaban

una inmunodepresiodn,

Este estudio se realizd, con la idea de encontrar un
mayor porcentaje de parasitacién por G, lamblia, enitodos -

estos nifios que presentaban cuadros patolbgicos malignos,.

como leucosis, tumoracién abdominal, neuroblastoma, etc {Tabla '

vitt),

Hicimos estudio parasitolbgico de las heces de estos nifios,
siguiendo la técnica modificada de Allen y Ridley (5). El nitmero

de determinaciones realizadas varid de una a tres.’

Todos estos nifios se encontraban hospitalizados en la

Clinica Infantli "La Paz" de Madrid,
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Estudiamos 37 nifios con procesos tumorales en los que
se realizd de 1 a 3 determinaciones de parisitos en heces,
encontrando G, lamblia en 11 nifios (o que supone un 29, 72%

de positividad (Tabla 1X),

De estos 37 nifios, en 15 de ellos se realizaron de 2 a
3 determinaciones de parésitos en heces, encontrando
G, _lamblia en 10 nifos, lo que supone un 66,66% de positi-

vidad {Tabla X).

Para comparar estos hallazgos, tomamos un grupo de
60 nifios control, que se encontraban hospitalizados en el
Centro Rambdn y Cajal de Madrid, cuyas edades oscilaban
de 0 a 13 afios y que no estaban diagnosticados de procesos

malignos. (Tabla XI),

De estos nifios, 35 procedian del Departamento de

Pediatrfa y 25 del Departamento de Traumatologfa infantil,

En todos ellos se realizd de 1 a 3 determinaciones de
parésitos en heces, siguiendo la técnica de concentracion

con formol vy éter (5),

De estos 60 nifios, en los que se realizaron de 1 a 3
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determinaciones de parfsitos en heces, encontramos
G, lamblia en 2 nifios, lo que supone un 3, 33% de posi-

tividad, (Tabla IX),

De los 60 nifios, en 30 de ellos se realizaron de 2
a 3 determinaciones de parésitos en heces, encontrando
G, lamblia en 2 nifios, lo que supone un 6,66% de positivi-

dad (Tabla X),

Por consigulente,encontramos un incldencia mayor de
parasitacidn en nifios con problemas de Inmunodepresion,
sf lo comparamos con el grupo de niflos control que no esta-

ban al menos, diagnosticados de inmunodepresién,

l.os grupos de nifios estudiados, todos estaban hospl-
talizados y ninguno de los grupos pertenecfan a policlinicas

o estudios realizados de forma ambulante,

Aunque es cierto que los nifios conviviendo juntos propor-
cionan un mayor nimero de incidencia de parasitacidn por
Giardia |amblia {39). Sin embargo, en nuestro estudio tomando
pﬁblaclones similares encontramos hallazgos, que al menhos

desde el punto de vista epidemioldgico nos parecen significativos.
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El grupo de nifios que estaba diagnosticado de procesos
tumorales malignos, y que por consiguiente tenfan problemas

de inmunodepresidn, mostraron una mayor incidencia de
Giardia lamblia en sus heces,

En el grupo de nifios que no presentaban procesos
tumorales malignos, el fndice de parasitacidn fué conside-

rablemente inferior,

LLa asociacion entre inmunodepresidn e incidencia de
G, lamblia es una cuestidon que actualmente se encuentra en

controversia,

Para determinados autores, la inmunodepresidn se
encuentra asociada a la giardiasis y consideran la inmunode-
ficiencia como causa facilitadora de la giardiasis (214, 225),
Para otros sin embargo, el hallazgo de unas funciones inmuno-
1bgicas normales en pacientes afectos de giardiasis {104, 159),

les tleva a poner en duda lo que otros han citado.

La base inmunolbgica como causa de susceptibilidad a
esta parasitacion, ha sido propuesta, ya que la giardiasis parece
ser una infeccidon comln en pacientes inmunodeficientes, No
obstante la cuestidn no queda aclarada, y tal vez los estudios de

inmunidad celular y otros, puedan dar luz a este problema,
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Afio Adtor Pais N2 de muestras  Muestra % de Incidenci
examinadas de G lamblia

1931 Behnke Varios 38, 686 Varias 12,5

1941 Nutter u. s A 1.539 " Heces 1,5

1951 McMurray U, S A 2,522 " 3.1

1957 Nohr Alemania 2.153 ‘{ugo duodenal 3,3

1963 Gassmann Suiza 7. 800 Heces 3,2

1967 Haas Alemania 23,078 " 2,6

1970 Gleason u.s. A 419 ' " 5,0

1966 Gherman Rumania 6. 000 Jugo duodenal 2,4

1965 Antia India 4, 720 Heces 6,4

1943 Lund Dinamarca 372 ‘ Heces 4,6

1942 Boe Noruega 1.1 Heces 5,6

1960 Payne Uus. A 400 © Heces 9,5

1972 Petersen Noruega 190 Heces 3,2

1972 Petersen Noruega 293 Jugo duodenal 6,7

1979 Lbpez-Brea Espafia 5.600 , Heces 7,3

Tabla I, - Incidencia de Giardia lamblia en distintos paises. Modificacion de

la tabla de Petersen (164),
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Edad en afios _ N2 de hallazgos %
de G, lamblia

0 - 14 249 89. 24
14 30 10,75
Tabla I, - Porcentaje de hallazgos positivos de G, lamblia

comparando grupos de nifios menores de catorce

aflos,con adultos mayores de esta edad.
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Tabla IV, - Incidencia de G, lamblia en nifios.
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Grupos_de edad N2 de hallazgos positivos %
(en afios)

0-5 ' 125 44, 80

6 -10 89 31,89

1 -14 35 12,54

Mas de 14 30 10, 75

Tabla V. - Porcentaje de hallazgos positivos de G, Iamblia)

en relacidn con |la edad.




Tabla VI, - Incidencia de G,

Edad en afios N2 de casos positivos
L J 2
L < 1
20 e 2
22 L e 2
24 ... e 1
25 .. e 2
26 ... e 2
2 1
29 L.t 3
0 2
33 Lt ieieee eees |
35 ... .iiien. veesese 1
Y eew |
1 P |
44 ... ... ... e 1
< 1
B9 i i 1
53 (.., ceeeen 1
57 i e 1
64 .. ... e 1
Bl ... 1

lamblia en adultos

65
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Nifos diagnosticados Hallazgo de %
de asma bronquial G, lamblia
146 22 13,41

Grupo de nifios control

75 2 2,66

Tabla Vi, - Datos comparativos entre los hallazgos de G,
lamblia en niflos diagnosticados de asma bronquial,

y en un grupo de nifios control,
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Edad en afios Diagndstico Edad en _afios Diagngstico

K Tumoracion 5 ..., Leucosis

9 ..... .... Linfoma 5 ..., Leucosis

7 eee.... Linfoma 4 ........ Linfoma

6 ....... .. Tumoracion 6 ........ Tumor maligno

6 ..... .... Leucosis 5........ Linfoma
cerees... Leucosis 7 . iciee-.. Tumoracion
ceevee-s. Linfoma 3........ Tumor oseo

veessees. Leucosis 6 ...... .. Leucosis

3

6

6

§......... Leucosis 4 ........ Neuroblastoma
6 ......... Linfoma 3........ Granuloma

7 ¢eeeo.... Leucosis 3...... .. Leucosis

2 .....0.... Linfoma 4 ,....... Leucosis

6 ......... Tumor de Ewing 2 ........ Neuroblastoma
5......... Adenopatias 5...... .. Leucosis

1 ......... Linfoma 6 ...... .. Leucosis
3......... Neuroblastoma 2........ Tumor de Willms
7 .c.c..... Linfoma 4 ..., .. Linfoblastoma
6 ......... Linfoma 4 ........ Pdrpura

4 ......... Leucosis

Tabla Viil. . Edad y diagndstico en nifios inmunodeprimidos.
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Nifios inmunodeprimidos G, lamblia %
{1_a_3 determinaciones)

37 1" 20, 72

Nifios Grupo Control

60 2 3,33

Tabla IX, - Resultados comparativos del hallazgo de G. lamblia
en nifios Inmunodeprimidos y en un grupo control,
cuando realizamos de 1 a 3 determinaciones de para-

sitos en heces.

Nifios inmunodeprimidos G, lambiia %
{2-3 deler‘minaciones}
15 10 66, 66

Nifios Grupo control

30 2 6,66

*

Tabla X, - Resultados comparativos del hallazgo de G, lamblia
en nifios inmunodeprimidos y en un grupo control,
cuando realizamos de 2 a 3 determinaciones de

parésitos en heces.
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Edad en afios Diagno’stlco Edad en afios Diagnostico

1 Maiformacion 1 Encefalopatia
6 Tuberculosis 8 Conwvulsiones
4 Psicopatfa 11 Fractura

5 Diabetes 1 "
11 Dolor abdominal 1 "
12 - Ausencias

8 Absceso subfrénico
12 Cglico nefritico

1n Dolor abdominal

~N

Dolor abdominal

Artritis reumatoide

—

N QY ©Oo o> N & OO

Dolor abdominal

v
Bronconeumonta

@ d NN O O W @

. Id
Cdlico nefritico

-

Crisis
Abdominaigia

Corea

L= LB C B L ]

7.
Vomitos

Apendicitis 1 "

—
-

Piodermitis
Cefaleas
Sindrome febril

Pancreatitis

¥ O N o
® N O W N

Intoxicacion por
Metopirone
Malrrotacidon renal

Fiebre

Cefaleas Diabetes

@ O @ 9
@@ » 0 O

Dijabetes Convulsiones

Tabla XI. - Edad y diagnostico en nifios del Grupo control,
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% de positividad
100

50

0-14 15_8l Grupos de edad (afios).

Fig, 8. -Representacidn grafica del % de positividad de

G, lamblis comparando grupos de nifios y aduttos,
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50

0--5 6-10 114 Mas de 14

Grupos de edad(afios).

Fig.9. -Representacion de la disminucidn progresiva de

los hallazgos positivos de G, lamblia con la edad.
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PARTE 1t

l

ASPECTOS PATOGENICOS DE G LAMBLIA

1. - Introduccidn

2, - G, lambiia_como causa de diarrea aguda y crodnica.
3. - G, lamblia y malabsorcidn intestinal,

4. — Sintomatologfa asoclada con G, lamblia.

5, - Recuento de quistes de G, lamblia en heces. Viabilidad,
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1. - Introduccidn,

—— s s T

La Implicacion en la patologfa humana del protozoo
G, lamblia es relativamente reciente, debido entre otras
causas, a que se encuentra en individuos sin aparente

sintomatologfa,

Algunos autores han dudado acerca de su capacidad

para causar enfermedad (35, 116, 141, 177),

Tradicionalmente se le ha venido considerando como
protozoo intestinal comensal, y actualmente se encuentra ya

incluido como causa de trastornos intestinales y gep&ticos.

Chandler, dice que ya no hay duda acerca del papel de
G, _tamblia como agente patdgeno (55), Junto a &!, otros
autores no sblo le han considerado patbgeno, sino que le han
creido responsable de todo un conjunto de sintomas (63, 90,

127, 191),

La frecuencia con que G, lamblia causa patologfa, varfa

mucho en relacidon con los distintos autores,
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Haas y Blicken, estudiaron un gran nGmiero de pacientes
no selecclonados y encontraron G, lamblia en 689, les tra-
tatron a todos y concluyeron que en la cuarta parte de estos

sujetos el protozoo habfa causado sfntomas (89),

Rendtorff, reailza estudios experimentales en voluntarios
a los que administra quistes de G, lamblia y observa camblios

en la consistencia y frecuencia de las heces emlitidas (179).

Veghelyl encontrd en 1939, indicios evidentes de inter-
ferertcia mechnica con absorcibén desde el intestino, princi-
palmente de grasas, por parte de ta capa de parésitos que

estaban adheridos a la pared intestinal (207),

L as alteraciones gastrointestinales han sido las mani-
festaciones patdogenas més evidentes de G, lamblla, y asf
diversos autores encuentran mayor incldenclia de este pro-
tozoo, en aquellas personas que presentan problemas intes-

tinales. (29,27, 3, 142, 169, 192),

|

Ademés de las manifestaciones gastrointestinales, otras

patologfas se han incluldo como consecuencia de la parasitacidn
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por G, lamblia, y asl las manifestaciones alérgicas han sido

propuestas por diversos autores (91, 92,90,215,216),

Alteraciones de la vesicula biliar y disfuncidén del tracto
biliar (79, 80). La forma hepatoblliar de la giardiasis, fué
descrita en 1923, por Westphal y Georgl, en siete pacientes
en los cuales son sintomatoiogfa hepatobiliar, encuentran
trofozoltos de Giardia lamblia en la aspiracién duodenal.

En un paciente de estos, al que se realiza colecistectomla,
se obtienen gran cantidad de trofozoitos de G, lamblia de
la vesicula biliar, este paciente se cura de toda su sinto-

matologla después de la operacidn (217).

Posteriormente, se han citado en la literatura diversas
publicaciones relacionando G, lamblia y disfunciones hepato-

biliares (127,63, 41,97, 193, 194),

Se han asociado tamblén con G, lamblia otros cuadros
clfnicos como la fiebre intermitente (78, 160), ‘la linfocitosis
infecciosa (64), neuropatfa periférica (40), uveitis (48),

pancreatitis crbnica (164),
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G, lamblia es pues un protozoo intestinal que causa
patologfa en el ser humano., Sin embargo, los mecanismos
patogénicos por los cuales este parésito produce cuadros

clinicos son desconacidos (211),

La respuesta individual, a la exposicién a G, lamblia,

es variable y depende del proplo parésito o del huésped.

Respecto al propio parésito, se puede pensar que
existan unas cepas virulentas y otras no virulentas, ademés
de la especificidad de huésped, L.os estudios de especificldad

de huésped, ya han sido comentadas anteriormente,

Pero no existe evidencia hasta el momento, que sugiera

una virulencia variable por parte del parésito.

La respuesta individual del huésped, se estudid por
Rendtorff en 1954, qulen infectd a 40 hombres con una cepa
de G, lamblja a diferentes dosis y sblo logrbd infectar a 21 ‘
personas. La mayorla no revelaron sfntomas lmpdr‘tan!es,

pero 9 personas hotaron un cambio en sus heces,
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L.a dosis infectante fué una variable que se manej6 en
este trabajo, y asf aunque 10 quistes de G, lamblia condu-~
jeron a la infeccidn en algunos individuos, 100 o mas quistes,

fueron necesarios para asegurar la infeccidon en todos,

L.a infestacibén se resolvid espontaneamente en |a mayorfa
de los casos, después de un breve perfodo, pero en 2 hombres
las heces fueron positivas para G, lamblla mis de 3 meses

{179).

Es probable que distintas cepas de Giardia geograficamente

puedan variar en su patogenicidad (211),

El inbculo de G, lamblia, es decir, el nlmero de quistes
ingeridos, es pues, una condicidn necesaria para asegurar

ia infeccidn,

Se ha citado también que la hipoclorhidria o aclorhidria
facilitan la infeccidn por G, lamblia, y asf ocurre un aumento
en la susceptibilidad a ser infectado en aquellos sujetos gas-

trectomizados (90, 223).

L a hipoclorhidria o aclorhidria, ha sido encontrada por

diversos autores en sujetos infectados con G, lamblia y se
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acepta que estos sujetos son més susceptibles a padecer

glardiasis (89, 117, 143, 180),

La infancia, esté probablemente asociada con una
mayor susceptibilidad a presentar cuadros de giardiasis

(49).

La insuficiencia en lactasa, es otro factor que se

aduce como favorecedor de giardiasis (3,8, 181),

La hipogammaglobulinemia, es otro factor que se ha
relacionado con giardiasls, (87,98). En general los meca-
nismos inmunes alterados pueden ser un factor significativo,

en la susceptibilidad de los distintos individuos, a la Infes~
tacidn por Giardia lambiia (224).

La hipogammaglobulinemia concretamente, se ha asociado
con glardiasis y se ha relacionado con un mercado descenso
de las inmunoglobulinas IgA e IgM, Hermans y Cols relatan,
que en 6 de 7 pacientes con hipogammaglobulinemia y giardiasis,
les desaparecid ta hipogammaglobulinemia después del tra-

tamiento de su giardiasis. (98).
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L.a malnutricién se ha sugerido y documentado, como

factor favorecedor de giardiasis (90, 144),

Asl pues, los posibles factores implicados en una mayor
susceptibilidad a padecer una infestacidn por G, lamblia,

son los siguientes:

a, - Respuesta individual

b, - :Cepas virulentas y no virulentas?,

c. ~ Variacibn geogra’fica de las distintas cepas.
d, ~ Inbculo de G, _lamblia,

e. - Hipoclorhidria y aclorhidria.

f. - Infancia.

g. ~ Insuficiencia en lactasa,

h. - Hipogammaglobulinemia.

i, - Malnutricldn,

Todos estos factores, se han asociado a giardiasis, y se

pueden considerar como favorecedores de la parasitacion por

Giardia lamblia,
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2, -G, lamblia como causa de diarrea aguda y cronica,.

Fundamentalmente son dos las entidades clinicas, donde

G, lamblja juega un papel patbgeno cada vez més aceptado.

Estos dos cuadros clfnicos son la diarrea aguda y la crbnica,

En 1916, Fantham y Porter, demuestran la importancia

de G, lamblia como causa de disenterfa en soldados en guerra

y asf de 1, 300 casos encuentran G, lamblia en un 13,5% (73},

No hay que olvidar, que fué Leeuwnhoek en 1681, quién
a partir de sus proplas heces diarreicas, vibé formas moviles
con su propio microscopio (59) y que L.ambl, en 1859, observd

el parésito en las heces diarreicas de un nifo (121),

L a diarrea es uno de los sfntomas més frecuentes debido
a la parasitacibn por G, _lamblia, y asf se cita en la literatura

por diversos autores (164, 68, 3, 101, 142},

Petersen, en un grupo de pacientes con "diarrea sin expil-

car!!, encontrd Glardia lamblia en un 15%, (164),

Se ha demostrado, que cuando se trata la giardiasis

desaparece el cuadro diarreico, y que por consiguiente
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G, lamblia juega un papel importante en la produccibdn de la dia-

rrea. (4, 3, 38, 74,97, 102, 145, 155, 161, 168, 164, 218).

Parece pues, que la asociacion entre G, lamblia y diarrea
es un hecho claro, tanto en nifios como en adultos, y que su
implicacibén como patbgeno intestinal, se encuentra cada vez

mas fuera de toda duda,

Diversos autores han publicado sus experiencias donde
encuentran G, lamblia en enfermos diarreicos, y asf se cita
la incidencia de este protozoo, que puede variar desde un
10% de tos enfermos diarreicos (117), hasta un 76% de los

sujetos afectos de diarrea (111),

Los cuadros diarreicos, pueden presentarse, de forma

epidémica o de forma esporéadica,

La forma de presentacion como diarrea epidémica, se ha
descrito de una manera clara desde que Ormiston y Cols, en
1942, citaran la produccidn en una guar‘dem’a, de una epidemia

de enteritis asociada a G, lamblia en Inglaterra, (161).
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En 1969, Moore y Cols, refieren una epidemia debida a
G, lamblia, en una estacién de ski. (135), Mas tarde, se »
han publicado diversos trabajos, haciendo referencia a las
diarreas epidémicas producidas por G, lamblia (112, 32, 37,

212, 180, 195, 205),

L.a forma de diarrea esporédica, es aquella que de vez
en cuando, se ve en determinados sujetos que presentan
cuadros diarreicos, y que no guardan una relacion directa

con una fuente comln de infeccion,

La sintomatologfa que se observa en los sujetos afectos
de diarrea es variable, y puede presentarse de forma aguda

y de forma crbénica,

La diarrea aguda, puede tener un perfodo de incubacion
que varfa de una a tres semanas después de la infeccion,
Después del perfodo de incubacién, comienza una diarrea
explosiva y acuosa, con marcada distensién abdominal, fla-

tulencia, nauseas y anorexia.
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El estado agudo suele durar de tres a cuatro dlas, y a
partir de aquf, si no se diagnostica y trata, se puede desa-
rrollar una infeccidn subaguda o crénica. En algunos casos,
el estado agudo se puede prolongar y establecerse un cuadro
de malabsorcidn intestinal, con marcaéa pérdida de peso y

debilidad general,

La mayorfa de los pacientes tienen débiles o moderados
sfntomas, que incluyen episodios periddicos breves de heces
sueltas, con aumento de la flatulencia y de la distension

abdominal.

Entre las exacerbaciones, las heces pueden presentarse
blandas o puede haber extrefiimiento. En otros pacientes la
sintomatologfa vy el parésito pueden desaparecer espontanea-

mente después de perfodos variables (211),

Determinados pacientes con predisposiclon a la deficiencia
en lactasa,pueden desarrollar un " Sfndrome post-giardico" de
intolerancia a la lactosa, después de la erradicacibn aparente

de G, lamblia_con tratamiento especifico, Este sfndrome debe
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ser tenido en cuer.ta en aquellos pacientes, que una vez tratados,
persisten con heces blandas, distensidon abdominal y flatulencia

(211).

Los cuadros cifnicos de diarrea crbnica, son aquellos
que se manifiestan durante meses e incluso afios, y que a

veces se acompafian de una malabsorcion intestinal,

Los sujetos afectos de diarrea cronica, Hevan una larga
temporada con deposiciones a veces tipicamente diarreicas,
otras veces son heces blandas y se pueden acompafiar de

perfodos de estrefilmiento,

Es necesario en estos casos, seguir una pauta diagnbstica
estricta,para poner en claro {a causa productora de su diarrea,
L.a determinacidon de parésitos en heces, realizada periodi-
camente, la determinacibn serologlfca de anticuerpos circulantes
y el sondaje, incluso ia biopsia intestinal, deben ser valorados
y llevados a cabo, para descartar la implicaclon de G, lamblia

en su diarrea cronica.
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Se ha citado, el ilamado perfodo prepatente de la giardia-
sis, en aquellos sujetos que alin estando infectados por
G, lamblia, no muestran esta parasitacion con los distintos
meétodos diagnosticos. Asl, este perfodo, con un tiempo medio
de duracidn de unas dos semanas, puede variar entre una semana
y mes y medio aproximadamente, hasta su diagndstico de con-
firmacién., Se deben realizar exdmenes repetidos de heces, al
menos hasta tres semanas después de una posible exposicidén a
Giardia lamblia, aunque los resultados iniciales hayan sido

negativos (103),

La diarrea,es pues,una de las manifestaciones mas fre-

cuentes de la parasitacidon por G,_lamblla,

Desde Octubre de 1977 a Octubre de 1979, hemos podido
documentar el diagnostico de 270 pacientes,en los que encon-
tramos G, lamblia en sus heces (Tablas X1l y XII1), E) método
seguido para la determinacidn de par&sitos en heces ha sido

ya expuesto anteriormente,de concentracidn con formol y éter

(s).
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De los 270 casos positivos para G, _lamblia, encontramos
cuadros diarreicos en 72 enfermos, lo que supone un 26,66%
de los hallazgos positivos {Tabla Xi1), Este porcentaje es el
més alto con respecto al resto de la sintomatologla més fre-
cuentemente encontrada, cuando comparamos el hallazgo de
G, lamblia con el diagn&sticc.n del paciente. La mayorfa de *
estos pacientes, presentaban cuadros diarreicos, que unas
veces eran etiquetados por el clfnico como cuadros agudos, y~
otras como cuadros diarreicos cronicos. Otras veces, el
diagnbdstico sugerido por el clfnico era el de abdominalgias,

independientemente de aspecto y consistencia de las heces.

Diarrea aguda y crbnica, son pues dos entidades cllnicas,
donde la sospecha de giardiasis como causa de estos procesos,
debe tenerse en cuenta, y realizar las investigaciones parasi-

tolbgicas oportunas para descartar esta parasitacion.

De los 72 enfermos con cuadros diarreicos donde encontra-
mos G, lamblia pudimos documentar diarrea, diarrea crbénicay
edad en 49 enfermos. De estos pacientes, 32 eran nifios y 17

adultos, (Tabla XIV), 19 enfermos presentaban diarrea crbnica y
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20 enfermos estaban diagnosticados de diarrea sin especifi~

car si el cuadro era agudo (Tabla XV),

Es necesario descartar pues, la parasitacion por
G, lamblia, en los cuadros diarreicos en general y més espe—
cificamente en aquellas diarreas crbnicas, donde no se encuen-

tra microorganismo causal,
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La asoclacidon entre giardiasis y malabsorcidon intestinal,
se viene gestando desde hace mhs de cincuenta afios, cuando
Miller, en 1926, Ilamb la atencidn acerca del hecho de que
la infeccion por G, lamblia en nifios, podrfa asociarse a un

e ———————

cuadror clfnico similar como era ia enfermedad celiaca {146),

En 1939, Veghelyi, demostrd que la malabsorcion en

nifios, podrfa ser causada por G, lamblia (206, 207, 208, 209},

Diferentes autores han publicado sus experiencias, de-
mostrando la asociacidn entre malabsorcibn intestinal y para-
sitacion por Giardia lamblia (49, 46,56, 13, 226,223, 87, 147, 99,

50, 4, 118, 182),

En areas endémicas, los niflos han sido el grupo més impor-

tante que ha presentado malabsorcibdn. (115),

En 1975, Blanco Rabassa, cita 31 casos de malabsorcién
en 50 nifios infectados por G, lamblia {42), Tewari y Tandon,
en 1974, demuestran en indles, fallo en la absorcibén de grasa

y d-xilosa en sujetos infectados por G, lamblia (199).



89

En 1977, Wright y Cols, en 40 sujetos que estudian,
encuentran malabsorcién en 20 pacientes a dos o tres sus-—
tancias de las que prueban, que son grasa, xilosa y vitamina

Blz(zvgx

E1 fallo en la absorcidn de vitamina B]2 ha sido citado

también por otros autores (157, 8).

La malbsorcidn de vitamina A, debido a la parasitacibén

por G, lamblia ha sido demostrada en nifios (119, 148},

La esteatorrea, debida a la parasitacidon por Giardia

lamblia en adultos, ha sido referida por diversos autores

(56,99, 4,87).

Otros autores, sin embargo, no han llegado a una
conclusidn definitiva para afirmar que G, lamblia cause un
sfndrome de malabsorcidon, y asf Palumbo, en 1962, de 430
pacientes con giardias'Is que revisa en la clinica Mayo de
Estados Unidos, no Ilega a una conclusidn clara, aunque de
estos, 69 pacientes tienen al menos algln dato de laboratorio
relacionado con la funcidén abortiva intestinal (162), A con-

clusibn similar llegan otros autores (51, 120).
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La malabsorcidn intestinal causada por G, _lamblia
es sin embargo, un hecho aceptado por la mayorfa de los
autores, y se han postulado diferentes mecanismos patogé-

nicos para explicarilo,

Asl pues, estos mecanismos intentan explicar porqué
en determinados sujetos, parasitados por G, lamblia, se

producen camblos importantes en la absorcibn intestinal,

Se han postulado diferentes mecanismos patogénicos,
en la giardiasis con sfndrome de malabsorcidn, y entre

los fundamentales, podemos citar los siguientes,

a) Ataque a la mucosa intestinal por parte de G, lamblia
(98, 223),

b) Produccién de una barrera mecanica que dificulte la

absorcidn debido al nlimero masivo de parésitos, sltuados
sobre Ja superficie de la mucosa intestinal (14, 207).

c) Irritacién de la mucosa intestinal, con salida de moco y
fluido y alteracidn de la motilidad Intestinal (170, 14).

d) Competicién entre el microorganismo y el huésped por los

nutirientes (226).
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e) Posible efecto antifolato por parte de G, lamblia, que
estimularfa la deficiencia de §cido folico o vitamina BIZ
(18).

f) La malnutricidn que se asocia con frecuencia a la matab-

sorcidn y giardiasis (144),

g) Invasién de los conductos pancresticos por G, lamblia vy
por consiguiente, la esteatorrea serfa de origen pancrea-

tico (63).

h) Asociacién entre bacterias y giardiasis (128, 224), Sobre-
crecimiento bacteriano en la luz del intestino delgado. La
colonizacién intestinal por enterobacterias, puede jugar un
papel importante, en el desarrollo de la malabsorcion en

pacientes con giardiasis (200),

i) Asociacidn entre _Candida albicans y G, lamblia (158).

Todos estos mecanismos patogénicos postulados, intentan
explicar la asociacibén entre giardiasis y malabsorcion intes-

tinal,
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Tal vez sea necesario aunar estos criterlos, para
llegar a un mejor conocimiento de ta patdgenia, de los sfn-

dromes de malabsorcidn producidos por G, lamblia,

Esta claro, que las malabosorciones intestinales, en
gran nlmero de casos, mejoran e incluso desaparecen por
completo, una vez que se trata la glardiasis, en aquellos
donde se encuentra implicado G, lambiia en el cuadro clfnico

de malabsorcibn.

Por consiguiente,el pensar en G, lambli ante un cuadro
de malabsorcidn intestinal es obligado, por parte del gastro-~
enterdlogo, habida cuenta de que en huestro medio la parasi-

tacion por G, Jamblia, es un hecho no infrecuente,

En 1967, se demuestra la invasibén de !a mucosa intes-
tinal por Gjardia Jamblia, con demostracidn histopatolbgica

del hecho {18, 147).

Los mecanismos patogénicos enunciados por distintos
autores, tienden a aclarar la relacibn entre G, lamblia y
malabsorcién intestinal, pero sin embargo, su causa fntima

no est& lo suficientemente aclarada.
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Estamos de acuerdo con Wolfe, cuando dice, que los
mecanismos patogénicos exactos, por los cuales G, lamblia
produce determinados cuadros clinicos, son desconocidos

(211),

Teniendo en cuenta la asociacibn entre la infestacidn
por G, lamblia y malabsorcibn intestinal, hemos estudiado
un grupo de nifios cuyas edades oscilaban de 0 a 9 afios y que

estaban diagnosticados de malabsorcién intestinal (Tabla XVI1),

En todos estos nifios, se realizd sondaje intestinal, con
control radiolbdgico, para la blsqueda de trofozoitos en el

aspirado.

Una vez obtenida la aspiracidn, procedimos a su visidon
microscdpica, siempre en un tiempo no superior a diez minutos,
desde que se obtenfa la muestra, hasta que se observaba mi-

croscopicamente,

La técnica que realizamos, consistid en tomar una pequefia
cantidad del jugo duodenal aspirado, con una pipeta Pasteur,
y colocario en un porta objetos encima det cuai colocamos un

cubre objetos,
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En las muest.r'as donde se vefan trofozoitos de
G, lamblia, estos mostraban sus tfpicos movimientos, que
no siempre eran de la misma intensidad, y no todas las muestras
presentaban igual cantidad de imagenes de trofozoitos a partir

del aspirado. (Fig, 10).

Estudiamos un total de 27 aspiraciones intestinales,
correspondientes a 27 nifios diagnosticados de malabsorcibn
intestinal, encontrando trofozoitos de G, lamblia en 7 nifios

lo que supone un 25,92% de positividad (Tabla XVIlI),

En todas las aspiraciones intestinales, se realizb
biopsia, para su estudio anatomopatolbgico, a partir de la
cual realizamos improntas sobre un cubre objetos y procedimos

a su tincidn con Giemsa_ o colorante tricromico (Figs, 11y 12),

En todas las muestras donde se vieron trofozoitos de
G, lamblia en fresco, se observaron igualmente a partir de

la tincion,

La bGsqueda de G, _lamblia a partir de las aspiraciones
duodenales, ha sido preconizada por diferentes autores como

método més efectivo.
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Ament, en 1972, observd que se habfa omitido el diagnostico
de giardiasis, en cinco nifios, en los que se habfa usado
como Unico criterio, el examen parasitoldgico de las heces

(7).

Kamath y Murugasu, en 1974, encontraron que el aspirado
intestinal, habfa omitido el diagndstico de 2 nifios, de un grupo
de 12, que ya habian sido diagnosticados de giardiasis, por

tincidn de la impronta de la mucosa intestinal {110),

Sin embargo, Naik y cols, en 1978, encuentran que de
32 pacientes, que habfan mostrado quistes de G, lamblia en
sus heces, sblo 24 (75%), mostraron trofozoitos por ambos
métodos, aspiracibdn duodenal y tincibn de la impronta de la

mucosa intestinal,

Aunque estos mismos autores, no desprecian la aspiracion
duodenal, basandose en el hecho de que en uno de sus pacientes,
no se demostraron quistes de G, lamb[ia,hasta la séptima deter-
minacidn de parésitos en heces y sin embargo el aspirado duo-

denal mostrd trofozoitos en el primer examen. (156),
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La idea de que deben ser empleadas todas aquellas
técnicas,que resultan més Gtiles desde el punto de vita
diagndstico, es quizé el mejor res(men de estas aporta-

ciones.

La bGsqueda de trofozoitos de G, lamblia en'asplrados
duodenales, debe ser una técnica complementaria de la bls-
queda del parésito en heces y asl, debe hacerse en aquellos
casos donde se sospeche de forma Insistente una giardiasis,
con diarrea recurrente y en sindromes inmunodeficientes con

diarrea recurrente (7).

En los cuadros de malabsorcidn intestinal, donde la
blUsqueda de quistes de G, lamblia, en el examen parasitold-

gico de las heces, es negativo repetidamente, la aspiracidn

duodenal debe ser realizada, para descartar la presencia de

trofozoitos de G, _fambiia,
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4. - Sintomatologdla_asociada_con Giardia lamblia,

El hecho de que este protozoo intestinal pueda encon-
trarse en personas sin aparente sintomatologfa, ha sido

y podemos decir que alin sigue siendo, causa de controversia,

Asl diversos autores no han creido en su capacidad para
causar enfermedad y otros en cambio han aceptado que sf

(35, 141,63, 90),

Ya hemos detallado los diversos aspectos patolbgicos,
en los que se implica G, lamblia, como causa de trastornos

gastrointestinales,

Otros procesos patolbdgicos, han sido asociados con el
hallazgo del protozoo Giardia lamblja y asf las manifestaciones
alérgicas han sido citadas por diferentes autores (91,92,

90, 215, 216),

Otras manifestaciones donde se ha citado esta asociacidn,
pueden ser, la fiebre, pancreatitis, enfermedades de la ve-

sicula biliar y del higado,del intestino grueso y Glcera péptica.
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La asoclacién entre G, lamblia y trastornos hep&ticos
y de vesicula biliar, ha sido sugerida por diferentes autores

(25, 43, 65, 66,90, 117, 149, 171, 196, 220, 79).

Afectaciones pancrefticas y hallazgo de G, lamblia

se ha relacionado igualmente (52, 63, 81),

La Glcera péptica también ha sido asociada con el
hallazgo de G, lamblig. (90),

Las abdominalgias, nauseas, flatulencia, vémitos,
anorexia, fatiga, perdida de peso y sintomas neurolbgicos,
han sido relacionados de la misma forma con la parasitacion

por G, lamblia (164),

El retraso en el crecimiento, se ha observado en nifios

parasitados por G, Jamblia (111, 204},

La asoclacibn entre G, lamblia y anemia, se ha citado

por-diversos autores (90, 150, 204, 215),

L.a eosinofilia se ha asociado también algunas veces

(2, 150, 221).
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Los cuadros clfnicos de urticaria, se han relacionado

de igual forma con la parasitaciéon por G, lamblia (58,222).

Entre los distintos enfermos a quienes hemos realizado
investigacidn parasitolégica, se ha podido documentar el

diagnbéstico de 270 pacientes, donde encontramos G, _lamblia,

La sintomatologlfa més frecuentemente encontrada,
correspondib a diarrea, con 72 casos positivos para G, [ambliia,
después abdominalglas, asma bronquial, urticaria, rinitis,

prurito, eosinofilia, etc... (Tabla XH),

Hemos considerado los problemas alérgicos en general
como asma bronquial, urticaria, rinitis prurito, dermatitis
atdépica, etc., como una parte importante de hallazgos posi-

tivos para G, lamblia,

Estos pacientes, han mejorado sustancialmente de su
cuadro cifnico, cuando se les trata su giardiasis, vy asf los
cuadros de urticaria, responden con una considerable mejorfa

cuando se tratan con un antiprotozoario,
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La sintomatologla menos frecuentemente encontrada,
en nuestra serie de enfermos, fué hipocrecimiento, obesidad,

forunculosis, vémltos, pancreatitis crénica, etc, {Tabla XHI),

En distintos pacientes, el hecho de encontrar G, lamblia
en sué heces, por supuesto que no serfa exacto, el inciuir a
este protozoo como causa de su enfermedad y asf en determina-
dos sujetos, el hecho del hallazgo, puede ser accidental y no

estar relacionado con su padecimiento.

No cabe duda, que la sintomatologfa asociada a G, lamblia
es tema de controversia, pero es necesario pensar en esta
protozoosis, al menos en los trastornos intestinales, hepéticos,

y en las manifestaciones alérgicas en general,
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Para buscar una posible relacidon entre el nimero de
quistes de G, lamblia encontrados en heces,y el cuadro clf-
nico del paciente, realizamos el recuento de estos quistes
en 100 muestras de heces, pertenecientes a 100 sujetos donde

habiamos encontrado G, _lamblia en las muestras fecales,

El método que utilizamos para el recuento de quistes
en heces consistid, en pesar 1 g. de heces y mezclarlo con
5 ml de formol al 10% y con 5 ml. de éter - etflico, es decir,
que realizamos la técnica que habituaimente e'n'wgleamos para la
determinacién de parasitos en heces (5), pero siempre par-

tiendo de 1 g. de heces y de 5 ml, de formol al 10%.

Del centrifugado final, tomamos por capilaridad una
pequeiia cantidad con una pipeta Pasteur y colocamos en una
cAmara de recuento,tipo Neubauer. Situamos un cubre objetos
encima de la cAmara y con el microscopio éptico, realizamos

el contaje de los quistes de G, lamblija.
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. . 2
Si contamos 70 quistes en un mm’, de la cAmara de

3 .
Neubauer, en | mm, tendremos 700 quistes,

Como hemos partido de 5 mi. de formol + 5 ml., de
éter, tendremos que seréin 10 ml, . el contenido Ifquido
total,

Sabemos que 10 ml = 10 cm> = 10, 000 mm>, Por

3
consiguiente si en | mm? tenemos 700 quistes, en 10, 000 mm,
tendremos 7. 000, 000 de quistes,lUego diremos que en 1 g.

de heces hay 7.000, 000 de quistes de G, jamblia,

El nmero de quistes presentes, en una deyeccidn
corriente, de un caso de infeccibn moderada, se calcula

superior a 300, 000, 000 (55),

El recuento de quistes de Giardia Jamblia en heces,
se realizd en 41 pacientes, con manifestaciones alérgicas,
en 14, con diarrea, en 6, con abdominalgias y en'39, con

sintomatologfa no especifica.

En los 41 pacientes con manifestaciones alérgicas,

el nmero de quistes excretados varid desde 100. 000 quistes
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de G, lamblia por gramo de heces, hasta 80, 000, 000 de
quistes por gramo de heces, (Tabla XVIil), Siendo et
promedio de quistes excretados por gramo de heces de
11.839.024 (1,1 x 107 quistes de G, lamblia por gramo

de heces).

En los 14 pacientes afectos de cuadros diarreicos,
el niimero de quistes excretados varid desde 200, 000
quistes de G, lamblia por gramo de heces, hasta 150,000, 000
de quistes por gramo heces {Tabla XIX), Siendo el promedio

de quistes excretados por gramo de heces de 21, 492, 857

(2, t x 107 quistes de G, _lamblia por gramo de heces).

En 6 pacientes con abdominalgias, el recuento varid
desde 3, 000, 000 de quistes excretados por gramo de heces
hasta 20, 000. 000 de quistes por gramo de heces. (Tabla XIX)
Siendo el promedio de quistes excretados por gramo de heces
de 15,033,333 (1,5 x 107 quistes de G, lamblia excretados

por gramo de heces),



104

En los restantes 39 pacientes con sintomatologfa no
especlfipa, en el sentido de que no presentaban diarrea,
abdominalgias o manifestaclones alérgicas, el nlmero de
quistes excretados por gramo de heces varid desde
100. 000 quistes, hasta 100, 000. 000 de quistes (Tabla XX),
Siendo el promedio de quistes excretados por gramo de
heces de 12,787. 179 (1,2 x 107 quistes de G, lamblia

excretados por gramo de heces. ).

Por consiguiente, el mayor promedio de quistes
excretados por gramo de heces, se obtuvo en el grupo de
enfermos diarreicos (2, 1 x 107), después en el grupo de
abdominaigias (1,5 x 107), luego en el de sintomatologfa no
especifica (1,2 x 107) y por (itimo en el de manifestaciones

alérglicas (1, | x 107).

Estos valores quedan expresados graficamente de mayor

a menor en la figura 13,
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Sin pretender una conclusion definitiva de estos
hallazgos, podemos decir, que como promedio, aquellos
sujetos afectos de diarrea, mostraron mayor cantidad de
quistes excretados por gramo de heces y que en los otros
grupos de pacientes estudiados, el promedio de quistes
excretados por gramo de heces fué menor. L.a diferencia
entre los distintos grupos, fué de aproximadamente méas
de 6, 000, 000 de quistes excretados por gramo de heces
en los enfermos diarreicos, que en los pacientes con abdo-
minalgias y de mas de 9. 000, 000 de quistes excretados por
gramo de heces en los enfermos diarreicos, que en los pa-

cientes con manifestaciones alérgicas.

Teniendo en cuenta estos promedios, hay que decir,
que aunque no todos aquellos sujetos afectos de cuadros
diarreicos producidos por G, lamblia, deban excretar mayor
cantidad de quistes por gramo de heces, sin embargo, los
mayores promedios de excrecion de quistes los hemos obtenido

en este grupo.
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No es exacto decir, que a mayor nlmero de quistes
excretados, sintomatologfa mis acusada, pues no es dificil
encontrarse con sujetos afectos de cuadros de malabsorcidn
intestinal, donde el hallazgo de quistes de G, lamblial suponhe
una repetida bUsqueda y que cuando se encuentran,sbdlo

aparecen pequefia cantidad de estos quistes,
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L.a viabilidad de los quistes de G, _lamblia, como
condicidn para producir enfermedad, es un hecho que

debe tenerse en cuenta.

Desde el punto de vista epidemiolbgico, es nece-
sario que esta viabilidad se mantenga, para que el con-

tagio sea efectivo,

La utilizacidn del colorante eosina diluido al 0, 1%,
puede servir como método diagndstico de viabilidad del
quiste de G, lamblia, y asf aquellos quistes que toman la
eosina (E -l), estin muertos,y aquellos que no toman la

eosina (E -), estén vivos (75) .

L os quistes que toman la eosina, aparecen de color
anaranjado y aquellos que no la absorben quedan incoloros

(Fig. 14),

La realizacidn de esta técnica como sistema rutinario,
muestra una viabilidad de los quistes que es variable y que

depende de determinados factores, como la pronta observacion
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una vez emitidas las heces y las condiciones de resistencia
propias del quiste, Asl se pueden encontrar muestras fecales
que contienen quistes de G, lamblia vivos (E -) en un 90% ,
y otras sin embargo en que el porcentaje de quiste muertos

(E L) es del .80%.

Es importante considerar la viabilidad de los quistes,

si se pretende saber el grado de infectividad,

El exquistamiento de los quistes de G, tambiia, se ha
utilizado recientemente como criterio de viabilidad. Los
quistes mantenidos a 212C, conservan su viabilidad de
cinco a veinticuatro dfas, mientras que si se mantienen a
32C nunca superviven més all& de cuatro dfas., La conge-
lacién de los quistes, conduce a una casi completa pérdida
de viabilidad, aunque persiste un pequefio nUmero de quistes
viables hasta 14 dlas, Si se calientan hasta hervir en agua,

los quistes no son capaces de exquistarse {20).

La viabilidad pues de los quistes de G, _lamblia, debe
considerarse, para establecer unos criterios de infectividad,

tanto desde el punto de vista epidemioldgico, como patogénico.



Sintomatolegla

Diarrea

Asma bronquial
Abdominalgias
Urticaria

Rinitis

I, urinaria
Catarro descend,
Prurito anal
Prurito generalizado
Fiebre

D. atopica
Eosinofilia
Angiocedema
Hepatitis

Enurésis

N¢2 de casos

positivos (270)

72

68

53

19

Tabla XIl, - Sintomatologfa mas frecuentemente

encontrada, en reiacién con el hallazgo

de G, lamblia en heces.
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Sintomatologfa N®e de casos %
positivos (270)

Hipocrecimiento 1 0,37
Obesidad 1 0, 37
Pielonefritis ! 0, 37
Forunculosis 1 0, 37
Estenosis aortica 1 0, 37
Crisis hipotdnica 1 0, 37
Vdmitos ! 0, 37
Neumonia 1 0, 37
Alergia medicamentosa 1 0, 37
Atrofia muscular 1 0, 37
Anemia ferropeénica 1 0,37
Ulcera de recto 1 0, 37
Pancreatitis cronica 1 0, 37
Tabla X!l - Sintomatologfa menos frécu;ntementel

encontrada,en relacion con el hallazgo

de G. lambiia en heces.



N2 de enfermos Nifios Adultos

49 32 17

Tabla XIV, - NUmero de enfermos diagnosticados

de diarrea,en relacidn con la edad.

N¢ de nifios Diarrea Diarrea cronica

32 20 12
N2 de adultos

17 10 7

Tabla XV, - Relacion entre edad , diarrea y

diarrea cronica.




Edad Diagndstico Aspirado duodenal

3 aflos S, de malabsorcion

2 N "

7 " " T. de G, lamblia
g " T

g M "

17 meses . - " T. de G, lamblia
2 afios "

7 n "

g "

6 M "

2 N n

a3 n "

4 M "

5 0 "

'L "

3 n "

4 " " T. de G, lambliia
3 " 1}

1 on n

8 meses " T. de G. lamblia

2 afios " T. de G, lamblia
15 meses it
13 n 1"
2 afios "
1] oon "
4 " " T. de G. lamblia

Tabla XVI, - Relacibn entre edad,diagndstico y hallazgo
de trofozoitos de G, lamblia,en el aspirado

duodenal,
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Ne de nifios Trofozoitos de G, lamblia %
Malabsorc¢idn intestinal en aspirado duodenal
27 7 25,92

Tabla XVIl, - % de positividad de hallazgo de trofozoitos de
G, lamblia,en nifios afectos de mailabsorcidon

intestinal,
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Diagndstico N2 de quistes Diagndstico N2 de quistes
por g. de heces _bor g. de heces
D. atopica 2 x !06 Asma b, 2 x 106
Urticaria 8 x 107 Rinitis 3 x 107
Asma b, 3 x 107 Asma b, 1 x 107
Asma b. 7.4 x 107 Alergia medic. 4 4 x 106
Asma b, 5 x 107 Asma b, 1 5x 106
Asma b, 1,3 x 107 Asma b. 3 x 106
Asma b. 8 x 105 Asma b. 3 1 x 106
Asma b, 2 x 105 P. alérgico 2,4 x 106
Asma b, 7 x IO6 Prurito LI I 107
P. alérgico 2 x 10° P. alérgico 3 x 105
Rinitis 6.6 x 10° Fiebre eosindfila 2 x 10°
Asma b, 2 x IO5 Urticaria 1,2 x IO7
Asma b, 2 x 100 Urticaria cronica 1 x 107
Asma b, 2 x IO6 Asma 3,8 x 106
Asma b, 2 x 105 Asma 2 x 106
Asma b, 3 x 106 Asma 2 x 107
Asma b, 3 3 x 107 Asma 2 x 107
Asmab. 1 2x 106 Asma 4 x !06
Asma b, 2 x 10° P. alérgico 2 x 106
Asma b, 4 8 x 107 P. alergico 1 x 105
P. alérgico 2 x 106
Tabla XVIIl, - NUmero de quistes de G, lamblia excretados por gramo

de heces,en relacion condistintas manifestaciones aler -

gicas.
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Diagndstico N2 de quistes Diagndstico N2 de guistes

por q, de heces por q. de heces
Diarrea 6 x 107 Diarrea 2 x 105
Diarrea 2,4 x !06 Diarrea 2 x 105
Diarrea 2 x 105 Diarrea X l()6
Diarrea 1,5 x IO8 Diarrea 4,5 x 106
Diarrea 5 x !06 Abdominalgias 2 x 107
Diarrea 1,8 x 107 Abdominalgias 5 x 107
Diarrea 5 x 106 Abdominalgias 3 x 106
Diarrea 6,4 x 106 Abdominalgias 2 x 106
Diarrea 2 x 106 Abdominalgias 1,5 % 107
" Diarrea 4x10° Abdominalgias 2x10°

Tabia XX, - Nimero de quistes excretados de G, lamblia por gramo

de heces, en relacion con cuadros diarreicos y abdominalgids.
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Diaagndstico

N2 de quistes

por_gq. de heces

. ]
Diagnostico

N2 de quistes

por_g. de heces

I, urinaria 1,2 x 106 l. urinaria 3 x 105
Pielonefritis 1 x 106 Control 5.2 x 106
Control 1 x 105 Leucosis 7.3 x 106
Arritmia ventricular 4 x 105 Control 8 x 105
Control 1,2 x 106 I, urinaria 7,6 x 106
T. abdominal 9,5 x IO6 Diver. vesical 2,4 x 107
Tumoracion 2 x 105 Control 1,2 x 107
L eucosis 1 x 105 Control 2 x 107
Control 1 x 105 C. hipotdnicas 6 x 107
P. hematoldgico 1,2 x 106 Control 3 x 105
Control 6 x 106 Control 1,7 x 106
I. urinaria 5 x 107 Neuroblastoma 7 x 105
Hepatitis 5 x 107 Control 4,2 x 107
Control 1,1 x 107 Control 3 x 105
Control 8 x 106 Control 2 x 107
Control 2 x 106 Control 3,1 x 106
Control 1 x 10e Control 2 x 105
Hipocrecimiento 4 x 106 Controf 3 x 107
Control 2 x 105 Control 2 x IO6
P. endocrinoldgicol, 5 x !07

Tabla XX, . Nimero de quistes de G, lamblia excretados por gramo

de heces, en relacion con sintomatologia no especifica.




Fig. 10, -Trofozoitos de G, lamblia, procedentes de
aspirado duodenal,

17



118

Fig. 11, -Trofozoitos de G, lamblia, teflidos con Glemsa.

Fig. 12, -Trofozoito de G, lamblia, tefiido con
colorante tricrémico.
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N2 de quistes promedio

excretados por g, de heces,

2x10

1,5x10°

1x10

D, A, S, L P.A,

Fig. 13, ~ Promedio de quiates de Giardia lamblia_ excretados
por gramo de heces, en relacion con la sintomatologfa
presentada. (D = diarrea, A = abdominalgias, S.1. =
= sintomatologfa inespecffica, P, A, = procesos alérgi-

cos).
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Fig. 14. - Quistes de G. lamblia eosina positivos (E1) y'

eosina negativos (E-),



PARTE IV

—— e e e e s

1. ~ Introduccién,
2. ~ Preparacidon de antfgeno de G, lamblia
3. - Determinacidon de anticuerpos circulantes,

4, ~ Valoracidn de la serologfa (Tftulos positivos

y negativos).
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1. - Introduccion,

La parasitacién por G, lamblia parece al menos en
determinadas situaciones, estar relacionada con pacien-
tes inmunodeficientes, lo que ha llevado a realizar inves-

tigaciones en este sentido,

La susceptibilidad a esta parasitacion, esté tal vez

unida a una base inmunologica (7),

Sin embargo, el hallazgo de una funcidn inmunologica
normal, en pacientes con Glardia lamblia, pone en duda
la asociacién entre inmunodeficiencla y glardiasis (104,

159),

Parece no obstante, que los pacientes inmunodeficien-

tes pueden tener una mayor frecuencia de paraslitacidén por
G, lamblia (202),

La deficiencia en IgA selectiva, no parece estar aso-
clada con la giardliasis (9), sin embargo, los niveles de
IgA yeyunal)fuer‘on inferiores en un grupo de 10 pacientes
con sintomas, cuando se les compard con 10 sujetos control

(225).
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Es posible,que una reduccidn de IgA secretoria favo-
rezca la infeccidn, y asl la giardiasis es comUn en nifios

con marasmo (151},

En nifios australianos, se ha encontrado una mayor
preponderancia del grupo sanguineo A, en relacidn ¢on

la parasitacién por G, lamblia (44),

Los mecanismos inmunes alterados, pueden ser un
factor significativo en la susceptibilidad a la giardiasis

(224),

Se han citado anormalidades en las Y- globulinas,

asociado con giardiasis (162, 201),

En la laiteratura revisada, aparecen escasas citas
bibllogra’ficas, que hagan referencia a los aspectos sero-

Ibgicos de la giardiasis.

Asf en 1976, Ridiey, publica un trabajo, donde men-

ciona la respuesta serolbgica a Giardia lamblia (174), En

este mismo afio, Raduulescu haciendo referencia al trabajo
de Ridley, habla de su experiencia seroldgica en giardiasis.

(175).
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L.a respuesta serolbgica a Glardia |amblia, habfa sido
‘estudiada en sus inicios, en 1946, por Halita e Isacu, de-
mostrando que se producfan anticuerpos capaces de fijar
el complemento, en cuadros de giardiasis (100). También
en 1949, Vinnikov, experimentd un test intradérmico en

giardiasis, con resultados positivos (210),

Estos dos Ultimos autores, utilizaron como antfgeno,

trofozoitos de G,_lamblia obtenidos de aspirado duodenal,

En 1974, Radulescu, utiliza la inmunofluorescencia
indirecta, como test serolbgico para la demostracion de

anticuerpos en giardiasis.

El antfgeno que utiliza, esth constituido por trofo-

zoitos de Giardia muris v Giardia duodenalis, obtenidos

de intestino delgado.

Estudia el suero de 31 enfermos,con giardiasis
sintomética y encuentra en 28 pacientes, tftulos positivos

entre 1:50 y 1:200. (183).
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En 1976, Ridley, utilizando el test de inmunofluores-
cencia indirecta y quistes de G, _lamblia como antfgeno,
obtiene resultados positivos en 32 de 36 pacientes, con

giardiasis y malabsorcion,

En 10 pacientes de 34 con malabsorcibn, en los cuales
no se pudo detectar G, |amblia en heces o biopsia, obtiene
tftulos positivos, especulando con la posibilidad de que

eslos enfermos presentes giardiasis cripticas. (174).

Parece ser que los anticuerpos dectados son inmuno-

globulinas 1gG.,

Es seis casos conh giardiasis, los anticuerpos séricos
detectados por inmunofluorescenéia fueron IgG,y los tests
realizados con IgA e IgM fueron negativos, Aunque parece
ser, que en los primeros estadios de la enfermedad hay una

produccidn predominante de igM (174),

Estos autores, piensan que, aunque la inmunodeficien-
cia pueda estar asociada a la glardiasis, {a deficiencia de

IgA, no es necesariamente la causa de la giardiasis, ya

£
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que en una serje de sueros de enfermos con giardiasis,
no seleccionados, donde se midieron las Inmunoglobulinas
IgA, 194G e IgM, se encontrd que se hallaban dentro de los

Ifmites normales (174),

L a demostracidn de anticuerpos en g!ardlasls,v utiti-
zando la técnica de Inmunodifusidn y quistes de G, Jamblia
como antfgeno, ha sido puesta de manifiesto por Vinakjak
y colaboradores, en 1978, Este autor demuestra la pré—
sencla de precipitinas, en 10 casos de 11 enfermos cor'\

giardiasis (202),

L.a determinacién de anticuerpos circulantes, en los
casos de giardiasis, parece pues actualmente centrada
en dos técnicas, por un lado la técnica de inmunofluores-
cencia indirecta, y por otro la inmunodifusién pasiva.
Ambas técnicas, conllevan la necesidad de disponer de un

antfgeno adecuado.,

El hallazgo de una fuente adecuada de antfgeno, sigue
siendo un problema, dice Ridley, en 1976 (174). Y Vinayak

en 1978, observa que el mantenimiento del antfgeno con el
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que realiza la inmunodifusibdn, es igualmente un problema y
pierde su antigenicidad a las dos o tres semanas, incluso

cuando lo almacena a -~ 102C,

La dificultad en la obtencidn de cuitivos, a partir de
los cuales se realicen preparaciones adecuadas, que sirvan

como antfgeno, es otra realidad,

G

Tal vez, e] poder realizar determindcidn de anticuerpos
circulantes, en casos de giardiasis, esté en dependencia de
la obtencidn de muestras fecales, con suficiente cantidad de

quistes de Giardia_lamblia.

Nuestra labor en este sentido, se ha desarrollado si-
gulendo la preparacidn de antfgeno de G, lamblia, a partir
de quistes del protozoo y realizando la técnica, en aquelios

sueros de enfermos con sospecha de giardiasis.

L_a obtencidn de un método perfecto de preparacidon de
antfgeno no esta completamente aclarada, aunque a medida
que se perfeccionen los métodos de cultivo axénico de
G, lamblia, ser& més fdcil la determinacidn de anticuerpos
circulantes, en aquellos pacientes afectos de probable giar-

diasis.
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2. - Preparacion de antfgenc de G, lamblia,

L.a consecucidn de una fuente de antfgeno de G, lamblla,
lo suficientemente ficil de manejar, est& quizhs por resol-
ver. Sin embargo, la posibilidad de preparar un antfgeno,
para la realizacidn de pruebas seroldgicas, no presenta

grandes dificultades.

Las fuentes fundamentales de antfgeno de G, lamblia,

son las siguientes:

a) Trofozoitos de G,lamblia obtenidos de jugo duodenal,

b) Secciones de blopsias de yeyuno, que contengan numero-
sos trofozoltos.,

c) Trofozoltos de G, lamblia, obtenidos a partir de cultivos.

d) Quistes de G, lamblia, procedentes de las heces de

enfermos con abundante parasitacion.

Las tres primeras fuentes, representan mayor dificultad,
en lo que se refiere a su obtencidon. La primera,requiere el
aspirado duodenal del enfermo y que la muestra obtenida, sea
lo suficientemente aceptable, para-reallzar pruebas serold-

gicas,
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La segunda fuente, conlleva ademés de! sondaje del
enfermo, la realizacidn de la biopsia, con las mismas

particularidades que en el caso anterior,

l-a obtencion de trofozoitos a partir de cuttivos,
requiere la necesidad de cultivar Giardia lamblia, con
los problemas que l{eva consigo, o disponer de cultivos
ya realizados, que puedan ser Gtiles, para la realizacion

de pruebas seroldgicas.

L-a preparacidn de antfgeno de G, lamblia, a partir
de las heces de enfermos, con abundante o moderada para-
sitacidn, sbélo requiere el disponer de heces de enfermos
diagnosticados de giardiasis, que tengan moderada o gran

cantidad de quistes de G, lamblia en sus heces.

En 1976, Moody (152), y Ridley (174), describen mé-
todos de separacion de quistes de G, lamblia, que luego
soh utilizados como fuente de antfgeno, en las técnicas de

diagnbdstico serolbgico de la giardiasis.

Hemos utilizado, una modificacidn de la técnica de

Moody de separacidon de quistes de G, lamblia, que consiste
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en la eliminacion de las fases del filtrado de los quistes
de G, lamblia, obtenidos de las heces de los enfermos

parasitados.

Esta modificacidn, no impide la deteccidn de quistes
de G, lamblia fluorescentes, pues aunque quedan restos
bacterianos y otras partfculas, la técnica no dificulta la
buena lectura de inmunofluorescencia positiva, en aquellos
casos donde se produce y tampoco la inmunofluorescencia

negativa de los enfermos sin giardiasis. (152).

En cambio, en la técnica original, es facil, la pérdida
‘de quistes en los filtrados a que Jse someten las heces y '
esto conlleva probl;mas en la preparacidon de antfgeno, con
la consiguiente pérdida de tiempo, pues es necesario co-
menzar desde el principlo todo el proceso e incluso algunas

veces, se ha empleado todo el material fecal y no se puede

preparar el antfgeno.

Basindonos en estos hechos, hemos modificado la

técnica de Moody, y esta modificacidn, es la que empleamos
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como método de obtencidon de antfgeno, para ia deter-
minacidn de anticuerpos séricos circulantes, de aquellos

pacientes sospechosos de giardiasis,

Una vez comprobado que tenemos unas heces de un
enfermo, con abundante parasitacion por G,_lamblia, la

técnica que realizamos es como sigue:

a) Afiadir a 10 tubos de centrifugacidn, 5 ml. de H,0

destilada a cada uno.
b) Colocar en cada tubo de 1 a 2 gramos de heces,
¢) Mezclar adecuadamente las heces en cada uno de los tubos,

d) Filtrar cada una de las mezclas, por un filtro cuyo

didmetro de poro,no sea superior a 1 mm,

e) Recoger el filtrado de cada una de las mezclas y colo-

carlas en tubos de agitacion.
f} Afadir a estos tubos 3 ml, de éter etilico.

g) Agitar las mezclas durante 15 segundos, en un agitador

mecénico.

h) Centrifugar cada uno de los tubos que contienen las

mezclas, a 3,000 r,p.m, durante 2 minutos.
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i) Decantar el contenido de cada uno de los tubos.

1) Preparar 9 ml, de una mezcla de 24 partes de Ficoll
al 9% con 10 partes de Urografin al 33,9% (Urografin,
a triiodic X-ray contrast medium, Schering Chemical

Ltd), en un tubo de centrifugacién,

k) Afadir con cuidado a la parte superior del tubo de
g ml, de Ficoll-Urografin, e! concentrado de los 10
tubos que hemos decantado., (También se puede dividir
el concentrado en dos partes y preparar dos tubos

con 9 ml. de Ficoll-Urografin cada uno).

1) Centrifugar este Gltimo tubo a 1,000 r.p,m., durante

3 minutos.,

m) Tomar el sobrenadante,que aparece en la parte supe-

rior del tubo centrifugado, con una pipeta Pasteur,

n) Llevar el sobrenadante a un tubo con 9 mj. de P, B. S,
(Phosphate Buffer Saline) y lavar de 3 a 4 veces, cen-

trifugando a 1,000 ., p. m,, durante 3 minutos cada vez,
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%) Comprobar después de cada lavado, en el microscopio
bptico, la cantidad de quistes de G, lamblia por campo.

Un buen ntmero puede ser de 5 a 10 quistes por campo.,

o) Depositar 0,05 ml, del concentrado de quistes de
G, lamblia en los distintos porta objetos, donde vaya a

reallzarse la técnica de inmunofluorescencia indirecta.

p) Esperar a que se sequen los portas con los concentrados

de quistes,

q) Realizar previo fijado de los portas, ia técnica completa
de inmunofluorescencla indirecta, en cada uno de los

sueros problema,

La preparacidn de portas donde hemos depositado quistes
de G, lamblia, sirven para realizar pruebas serolbgicas de
inmunofluorescencia y poder detectar la presencia de énticuer-
pos circulantes, en el suero del enfermo, a la vez que podemos

titular el suero probtema,

En los distintos pasos en la preparacion de antfgeno de

G, lamblia, a partir de los quistes contenidos en fas heces,
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es necesario tener slempre presente, que estos quistes
se encuentran allf, para lo cual conviene comprobar su
presencia, colocando una gota del! material procesado

entre porta y cubre y observarlo al microscopio.

La utitizacion de la mezcia de Ficoll-Urografin, que
tiene por finalidad el provocar un gradiente de centrifu-
gacidn y que los quistes se sitien en la parte superior
del tubo, que constituye el sobrenadante, presenta el
inconveniente, de que el Urografin es una mezcla oleosa,
y por eso conviene realizar en las fases posteriores de
la preparacion de antfgeno, unos lavados adecuados con
fosfato bufer, parﬁ evitar la mezcla entre los quistes de

G, lamblja y la sustancia oleosa,

L.a produccidon de una mezcla entre el concentrado de
quistes de Giardia lamblia y la sustancia oleosa, conlleva
frecuentemente a la pérdida de los quistes, que previamente

habiamos fijado al porta objetos,.

La preparacidn de antigeno de G, lamblia, para realizar
técnica de inmunodifusidn en agar, puede realizarse siguien-

do a Vinayak (202).
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Este autor, obtiene los quistes de G, lamblia,a partir
de material fecal de sujetos con giardiasis y realiza la

técnica de flotacidn en sulfato de zinc al 33%, (47).

Posteriormente,realiza lavados de los quistes con
solucidn salina, ultrasonicacidn, y centrifugacidn en
frfo, para la obtencidn del antfgeno, cuyo contenido en

proteinas estima del orden de 2 mg/ml. (202),

Una vez obtenido el antfgeno, la realizacién de la
técnica de difusidn en agar gel, es senciila, y en los
casos positivos se observa la presencia de bandas de

precipitacién,

El problema fundamental, estriba en la pérdida de la
antigenicidad,a las dos o tres semanas de la obtencién del
antfgeno por este método, incluso cuando éste es mantenido

a -10°C, {202),

Pensamos que actualmente, la obtencion de antfgeno de
Giardia lamblia, no presenta muchos problemas, desde el

punto de vista de su aplicacidn al diagndstico, en el medio
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hospitalario, habida cuenta de que podemos cobtener quistes
de este protozoo intestinal, de todos aquellos paclentes que

presentan en sus heces un nimero adecuado,

La realizacidon de la técnica de obtenclon de este antf-
geno, a partir de las heces, no es complicada, y puede
suponer, el disponer de un antfgeno adecuado para deter-
minar la presencia de anticuerpos circulantes, por Inmunoz

fluorescencia indirecta, de todos aquellos pacientes sospe-

chosos de glardlasis,

El antfgeno preparado a partir de los quistes de las
heces, puede conservarse en congelador (-202C} en un
perfodo de tiempo que no sea superior a una semana, Desde
el punto de vista ldeal, lo mejor es preparar el antfgeno
el mismo dfa en que se van a realizar las pruebas serold-
gicas, ya que esto ;vltaré la posible pérdida de la antlge-
nicidad de los quistes de Glardia lamblia fijados al porta

objetos.
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Los porta objetos que contienen los quistes de
G, lamblia vy que se han fijado, pueden servir para rea-
lizar adecuadamente,pruebas serologicas de inmunofiuo-
rescencia indirecta, en un perfodo que no sobrepase la

semania, manteniendoles en congelador,

En nuestra rutina hospitalaria, para la realizacidon
de serologla de G, lamblia, los quistes obtenidos de las
heces de los enfermos, los hemos mantenido en congelador

un tiempo no superior a una semana.

En aquellas circunstancias,en que hemos tenido
quistes de G, lamblia, procedentes de heces de enfermos
con abundante parasitacidén, las pruebas ser-olbgicas, las
hemos realizado,en un tiempo no superior a una semana,

después de preparado el antfgeno.
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L.a determinacién de anticuerpos circulantes,se puede
realizar fundamentalmente, utilizando dos técnicas,como
son la inmunofluorescencia indirecta (183, 174, 129) y (a

inmunodifusidn pasiva en agar gel (202),

La utilizacién de la lnmunéfluorescencla Indirecta,
ha sido preconizada como método de diagnbstico serolbgico,
en los cuadros de malabsorcidn intestinal, donde se piensa
que el protozoo G, lamblia, sino es causa absoluta, si al
menos est§ jugando un papel Importante en el desarrollo

de la enfermedad.

JEl empleo de quistes de G, lamblia previamente extral-
dos, como fuente de antfgeno, y la realizaclon posterior a
partir de este antfgeno de la técnica de Inmunofluorescencia
indirecta, se ha utilizado en el diagnbstico serolbgico de
distintos enfermos con glardiasis confirmada, o con sospecha

de padecer enfermedad.
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Asl se han encontrado anticuerpos circulantes contra
G, lamblia,en el 89% de los sueros,de los enfermos con

giardiaslis, asociada a malabsorcidn intestinal (174).

La inmunodifusién pasiva en agar gel, también se ha
utilizado en clinica humana, en pacientes con giardiasis y
aunque el nbmero de pacientes es alin pequefio (11 enfer‘mos),
en el 90,9% de los casos,los resultados fueron positivos.
(202). Se ha iniciado pues, la posibilidad de utilizar esta
técnica, como test serolbgico diagndstico en los enfermos

con glardiasis.

Nosotros realizamos la técnica de inmunofluorescencila
indirecta, utilizando quistes de G, lamblia y encontramos
tftulos altamente significativos,en una nifla con diarrea crb-
nica de cuatro meses de duracion., Esta nifia curd de su

proceso una vez instaurado tratamiento especffico (129),

Rutinariamente, venimos realizando determinacion de
anticuerpos circulantes, contra G, lamblia,utilizando los
quistes como antfgeno y la inmunofiuorescencia indirecta

como técnica,
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En todos aquellos enfermas, que el cifnico sospecha
glardiasis, puede enviar suero del paciente para la deter-

minacidn de anticuerpos antl Giardia jamblia.

Una ventaja importante de la técnica de inmunofluo-~
rescencla indirecta, es la posibilidad de captar pequefias

cantidades de anticuerpos y de titular el suero del enfermo,

Los tftulos diagnbsticos por inmunofluorescencia indi-

recta, se pueden establecer a partir de 1:10 en adelante,

El consiguiente seguimiento seroldgico del enfermo,
una vez hecho el diagnbstico, también puede realizarse con
esta técnica y asf si partimos de un tftulo serolbgico diagnds-
tico de 1:320, a medida que se vaya produciendo la curacibn
del proceso, los tftulos serolbgicos ir&n cayendo paula-

tinamente.

La subjetividad en todas las técnicas serolbgicas, es
un hecho conocido, ya que el grado de fluorescencia,depende
del ojo del observador, sobre todo a partir de determinados

tftulos. Pero sin embargo, la positividad en giardiasis
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ofrece unas imagenes claras cuando el tftulo sérico es

positivo, y la imagen del quiste es claramente fluorescente,

L.as im&genes de quistes con fluorescencia periferica,
se interpretan como negativas y sdlo son positivas aquellas,

en que todo el quiste es completamente fluorescente.

La inmunofluorescencia negativa, aparece con imégenes
de quistes con un fondo rojizo, cuando se utiliza el azul de

Evans como contratefiidor,

La inmunofiuorescencia positiva da unos quistes comple-

tamente fluorescentes,

Hemos realizado inmunofluorescencia indirecta, utilizan-
do quistes de G, |amblia obtenidos a partir de heces de en-
fermos con parasitacidbn, en un total de 101 sueros, corres-
pondientes a 101 pacientes, que estaban diagnosticados fun-
daméntalmente de diarreas crénicas, manifestaciones alérgi-
cas u otras sintomatologfas. Y en 80 sujetos no afectos de

cuadros diarreicos, alérgicos o sintomatologfa relacionada,
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L.a preparacidbn de antfgeno, la realizamos como hemos
expuesto anteriormente, mediante la modificaclon de la téc-

nica de Moody (152),

Utilizamos porta objetos, que marcamos con tres cir-

culos cada uno con la ayuda de un lapfz diamante,

Depositamos tres gotas de concentrado de quistes de
G, lamblia en cada porta objeto, que nos serviréin para

realizar tres diluciones del suero problema, {Fig. 15).

L.os sue' os problemas son obtenidos a partir de la
sangre de los enfermos, en los que se desea detectar la

presencia de anticuerpos anti-Glardia,

L.a cantidad de suero requerida es mfnima, ya que
realizamos de primera intencidn, solamente tres diluciones

del suero problema y comenzamos a la dilucidn de 1310,

Por ;:ons!guiente con 0, 1 mi, de suero problema, en
teorfa tendrfamos suficlente para realizar la prueba, Sin
embargo, desde el punto de vista préctico, es necesario
disponer de al menos 0,5 ml, de suero para realizar ade-

cuadamente la técnica de inmunofluorescencia indirecta.
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L.as diluciones que realizamos con cada suero proble-
ma son, 1:10, 1:20, y 1:40, Si la Gitima dilucién es cla~"
ramente positiva, entonces realizamos diluciones a 1:80

1:160 y 1:320.

Cada una de estas diluciones séricas, las efectuamos

en buffer fosfato salino (P, B, S, ).

l.a técnica de inmunofluorescencia indirecta que uti-

lizamos es como sigue:

a) Fijar los porta objetos que contienen el antfgeno de

G, lamblia con acetona, durante 5 minutos,
b) Diluir los sueros problema a tftulos 1/10, 1/20, y 1/40.

c) Afiadir 0,05 ml, de los respectivos sueros problema, a
los respectivos clfrculos del porta objetos, que con-

tienen el antfgeno de G, lamblia fijado con acetona,

d} Incubar estos porta objetos, con la mezcla de sueroy

antfgeno en una cémara hlmeda, durante 30 minutos,

e) Lavar los porta objetos en buffer fosfato salino (P.B.S.)

durante 30 minutos, realizando dos cambios en el P.B, S,
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f) Dejar secar los porta objetos.

g) Hacer una dilucién al 1:30 de antiglobulina humana
marcada con fluoresceina {(Fluorescein labelled anti—

~-human globulin serum, Wellcome) en P, B, S,

h) Colocar 0,05 mil, de la globulina marcada con fluores-

celina, en cada cfrculo del porta objetos.

i} incubar los porta objetos en cAmara htmeda, durante

30 minutos.

j) Llevar los porta-objetos a una solucién de azul de Evans

(1:50. 000}, durante 5 minutos.

.

k) Lavar los porta objetos durante 10 minutos, en P,B, S,

I} Dejar secar los porta objetos y afadir 0,05 ml. de
Glicerina tamponada (Glycerine tamponnée-B:D-Merieux)

en cada cfrculo del porta objetos.
m) Situar un cubre objetos encima del porta objetos,

n) Proceder al examen en un microscopio de inmunofluores-

cencia, con un objetivo de 40 x,

1
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Los resultados que hemos obtenido del estudio de
los 101 sueros, correspondientes a igual nlmero de en-
fermos, han sido positivos en 20 pacientes diagnosticados
de giardiasis, diarrea crbnica, malabsorcion intestinal,
etc., y los tftulos séricos obtenidos han variado desde

1:10 hasta 1:320 {Tabla XXl),

Si consideramos tftulos positivos, aquellos que sean
iguales o superiores a 1:10 I:IO), nos encontramos con
que la mayor parte de [os sueros positivos, han corres-
pondido al tftulo 1:20, encontrandonos en 5 pacientes un
tftulo de 1:10, en dos pacientes un tftulo de 1:40, en un pa-
ciente un tftulo de 1:80, en dos de 1:160 y en uno de 1:320. ~
En el grupo control estudiado, es decir, enfermos que no es-
taban diagnosticados de diarreas, malabsorcibdn intestinal,
manifestaciones alérgicas o sintomatologfia asociada con

G. lamblia, encontramos en todos tftulos negativos {Tabla

XXIH),

En aquellos pacientes donde encontrarfios tltulos séricos

positivos para Giardia fambiia, todos presentaban cuadros
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patoldgicos intestinales o manifestaciones alérgicas. Distin-
tos nifios dianosticados de giardiasis, presentaron diversos

tftulos serolbgicos (Tabla XXI1i),

De 11 enfermos diagnosticados de giardiasis, 6 tenlén
tftulos séricos ;:;osltlvos a 1:20, 3 a 1:40, 1a 1:10y 1 a 1:80,
Estos datos son comparados con un grupo control de B0 suje-

5
tos, que no estaban diagnosticados de trastornos Intestinales,

manifestaciones alérgicas o cuadros patolbgicos retacionados

con G, lambija (Tabla XX1l),

Los paclentes diagnosticados de diarrea crénica, fueron
4, y los tftulos séricos obtenidos fueron de 1:10, 1:20, 1:40

y- 12320,

Un enfermo diagnosticado de malabsorcibn intestinal,
presentd un tftulo sérico positivo a 1:160 y un paciente diag-
nosticado de hiperplasia nodular linfoide presentd un tftulo
de 1:20 (Tabla XXIV), Tres fueron los enfermos diagnosti-
cados de manifestaciones alérgicas, cuyos tftulos fueron de

1:10, 1:20 y 1:80 (Tabla XXV),
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En aquellos sueros que fueron positivos, correspon-
dientes a 20 enfermos, se realizd la blUsqueda de G, [amblia
en las heceé. Encontrndose este protozoo en 16 pacientes,
En un caso, junto con los quistes de G, lamblja se vieron

trofozoitos en las heces,
En un caso no se realizd la bUsqueda en heces,

En tres casos, aln realizandose la blsqueda de G, lamblia,
no se encontrd en las heces de los enfermos y en un pacien-
te fueron hasta siete veces negativas, Sin embargo, este
enfermo presentd un tftulo claramente positivo al tftulo de

1: 160,

L.a correlacibn entre los tftulos séricos para G, lamblja
y el hallazgo o no de quistes en las heces se expresa en la

Tabla XXVI,

En aquellos casos donde se encontraron tfltulos séricos
positivos se buscd la correlacidn entre el diagndstico cli-
nico y el hallazgo de G, iamblia en las heces deilos enfer-

mos {Tabla XXVIl},
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La determinacidn de anticuerpos circulantes para
G, lamblia, nos parece un método sencillo, que requiere
el disponer de quistes de enfermos parasitados por
G, lambiia, de unos productos quimicos existentes en la
mayorfa de los laboratorios microbiologicos, y de un

microscopio de inmunofiuorescencia.

Y
Si la técnica de inmunodifusidn pasiva, para deter-

minar anticuerpos circulantes para G, lamblia, se desa-
rrolla ms ampliamente, también puede ser un método
diagndstico adecuado, que en cierto modo excluirfa fa ne-
cesidad de un microscopio de inmunofluorescencia. Para
que esto ocurra, es también necesario que la consecucidon
de un» antfgeno adecuado sea una realidad, ya que para la
inmunofiuorescencia indirecta, los quistes de G, {amblia
obtenidos a partir de las heces de enfermos parasitados,

constituyen una fuente adecuada de antfgeno.

Pensamos pues, que la determinacibn serolbdgica para

G, lamblia, se puede realizar sin grandes problemas técnics,
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4. - Valoracidn de la serologla, Tftulos positives v negativos,

La serologfa puede ser un método Gtil, en la investi-
gacion de aquellos pacientes con malabsorcidn intestinal

(174),

Sin embargo, existe un porcentaje de enfermos que
muestran serologla negativa, aln presentando un cuadro de
giardiasis con malabsorcidn intestinal, Asf de 36 enfermos
diagnosticados de giardlasis con malabsorcion, 32 dieron
tftulos positivos, pero 4 pacientes mostraron tftulos nega-

tivos (174).

De 31 pacientes con giardiasis sintomética, 28 dieron

tftulos positivos, pero 3 presentaron tftulos negativos (175),

En 11 pacientes con giardiasis, en | no se demostrbd

precipitinas al realizar inmunodifusidn en agar gel (202),

Cuando se realiza técnica de inmunofluorescencia
indirecta y se utilizan quistes de G, lamblia como antfgeno,
se pueden dar tftulos positivos aquellos que se presentan

a partir de 1:10.
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Los 28 enfermos estudiados por Radulescu, que
muestran tftulos positivos por inmunofiuorescencla lo son

entre 1:50 y 1:200 (183),

Los pacientes estudiados por Ridley, muestran tftu-
los positivos por inmunofluorescencia indirecta, a partir

de 1:10 (174),

Nosotros partimos de la dilucidn sérica de 1:10, 1:20
y 1:40 y con estas titulaciones realizamos el test serolbgi~
co, en aquellos paclentes que se investiga la presencia de

anticuerpos circulantes para G, lamblia.

Los tltulos positivos, son aquellos que muestran una
inmunofluorescencia clara y que cubre todo el quiste de

G, lamblia (Fig. 16).

L a serologfa negativa, se presenta’ en los sujetos
que no tienen relacidn con la parasitacidén por G, lamblia,
Los tftulos negativos, son aquellos en que los quistes no

aparecen fluorescentes (fig, 17).
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Los tltulos serolbgicos positivos, dependen de la

presencia de anticuerpos circulantes anti-Giardia, y asl

en una parasitaciéon més patolbgica, el tftulo obtenido es
més alto. Es decir, en aquellos casos donde G, lamblia
ha presentado y facilitado la elaboracién de anticuerpos,
como en determinados cuadros de malabsorcibn intestinal,

donde G, lamblia estd jugando un papel patbgeno impor-

tante,

Hemos tenido ocasion de diagnosticar tftulos de 1:320,
que se acompafiaban de malabsorcibdn intestinal y que una
vez que se trata al paciente, la titulacidn sérica, dismi-

nuye,

De igual forma, en una nifia, que habia_sido diagnos—
E RN
ticada desde hacia meses de giardiasis, con diarrea crb-

nica, los tftulos fueron subiendo desde 1:10 hasta 1:40,

La utilizacidén de la serologla, para el seguimiento del

enfermo, es otra importante aplicacibdn de esta técnica,
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Cuando los sujetos son tratados adecuadamente, el
cuadro clfnico mejora, y el tftulo serolbgico, que en
un principio era elevado, va cayendo a medida que el

enfermo mejora,

Asl de tltulos de 1:320 se llegan a tftulos de 1:40

{120),

Por consiguiente,nos parece de gran utilidad la
realizacion de test serolbgicos, en todos aquellos suje-
tos afectos de glardiasis, para valorar la presencia de

anticuerpos séricos circulantes,

Es pues un método diagnbstico aiternativo, ya que
en determinadas situaciones, la blsqueda de G, |amblia,
tanto en heces como en el aspirado intestinal, resulta

infructuosa,

Tal vez, su aplicacidn préctica més importante sea
en los cuadros de malabsorcidn intestinal, donde un tf-
tulo positivo, puede ayudar claramente en el diagnbstico

del enfermo.
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’
Diagnostico

Titulo serico

Giardiasis
"

Diarrea cronica
D, atdpica
Urticaria

Giardiasis

Diarrea crdnica

1/20
1/20
1/20
1/320
1/20
1/80
1/160
1/20
1/20
1/20

Diagno’stico

Titulo sérico

Giardiasis
Diarrea crdnica

Giardiasis

H, nodular I.
D, atdpica
Giardiasis
Malabsorcién

Diarrea cronica

1/20
1/10
1/40
1/10
1/10
1/20
1/10
1/10
1/160
1/40

Tabla XXi, - Serologfa positiva para G, lamblia en los distintos

pacientes.




154

N? de enfermos Tfltulo sérico

80 (Grupo Control) NEGATIVO

5 1:10

9 1:20

2 1:40
|

1 1:80

2 1:160

1 1:320

Tabla XX, - Tftulos séricos obtenidos para
G, lamblia, en diferentes pacientes,

comparados con un grupo control.



Diagno'gtlco

Giardiasis

Edad Tltulo sg’rico

N O 0 @ N

o N w W

1
1
1:
1:
1:
120
:20

20
20
20
160
20

<40
:10
:10

Tabla XXIil, - Nifos diagnosticados de Giardiasis

y tftulos sericos obtenidos.
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Diagndstico Edad Tltulo serico

Diarrea cronica 17 meses

" " 1 afio
" " 2 afos
" " 5 aflos

Hiperplasia n.t. 34 afios

Malbsorcidon 21 aflos

1:320
1:20
1:10
1:40
1:20
1:160

Tabia XXIV, - Enfermos diagnosticados de diarrea
crénica, hiperplasia nodular linfoide

y malbsorcidn intestinal,edad y tftulos

séricos obtenidos.
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Diagndstico Edad Tfltulo sérice
D, atopica 2 afios 1:20
Urticaria 30 aflos 1:80
D. atopica 6 afios 1:10

Tabla XXV, - Enfermos diagnosticados de
manifestaciones alér*gk:a‘;.~
Edad y tftulos séricos obte-

nidos.
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1:160
1:80
1:20

1:20

G, lamblis Tftulo sérico G, lamblia
en heces en heces
» . 1:20 +

.
+ 1:10 +
+ 1:40 +
+ 1:10 +
+ i:10 +
+ 1:10 -
+ 1:10 +
+ 1:20 -
+ 1:160 -
¥ 1:40 +

Tabla XXVI, - Correlacidn entre los tftulos séricos posi-

tivos para G mblia y el hallazgo de este

protozoo en heces,
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Diagndstico Titulo sérico Hallazgo de G, lamblia en heces
Giardiasis :20 " posiTivo
Giardiasis 1:20 POSITIVO
Glardiasis 1:20 ' POSITIVO
Diarrea cronica 1:320 POSITIVO
Dermatitis atdpica 1:20 POSITIVO
Urttcaria 1:80 POSITIVO
Giardiasis 1:160 POSITIVO
Giardiasis 1:20 POSITIVO
Diarrea crdnica 1:20 NEGATIVO
Giardiasis 1:20 POSITIVO
Giardiasis 1:20 POSITIVO
Diarrea cronica 1:10 POSITIVO
Dermatitis atépica 1:10 POSITIVO
Giardiasis 1:40 POSITIVO
Giardiasis 1:10 POSITIVO
Giardiasis 1:10 POSITIVO
Hiperplasia n. I, ‘4120 NO INVESTIGADO
Giardiasis 1:10 NEGATIVO
Malbsorcion 1:160 NEGATIVO
Diarrea crdnica 1:40 . POSITIVO

Tabla XXV, - Correlacidon entre el diagnostico clinico, el tftulo

sérico para G, lamblia y su haliazgo en heces,
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Fig. 15.- Porta objetos conteniendo antfgeno de G, lJamblia
para la realizacién de la técnica de inmunofluores-
cencla indirecta {Cada circllo indica una dilucién

del suero problema desde 1:10 hasta 1:40),
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. Y

Fig. 16, -imé genes de quistes de G, lamblia, que muestran
inmunofluorescencia positiva,

Fig. 17. -Inmunofluorescencia negativa de quistes
de G, lamblia,
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PARTE__V

CULTIVO DE GIARDIA LAMBLIA

1, - Historlia.
2, - Técnicas de cultivo.
3. - Exquistamiento de G, lamblia,

4, - Experlencia personal en el cultivo

de G, lambl(as,
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1. - Historja,

Es relativamente facil encontrar en tratados de
Parasitologfa, la idea de que G, lamblia es un protozoo

intestinal, que no se cultiva con facilldad (28).

Glardia es dificil de cultivar y sblo recientemente ha

sido cultivado In vitro, dice Meyer (130).

En 1960 Karapetyan, cuitivb Giardia de un hombre

durante siete meses en un medio complejo, que contenfa

Capdida gquillermondi y fibroblastos de pollo (109),

En 1962 Karapetyan, cultlvd Gjardia en un medio

complejo donde inclufa Saccharomyces cerevisiae, pero

no fibroblastos de pollo (108},

Fl

En 1965, Meyer y Pope, refieren que no son capaces

de establecer cultivos de Glardia a partir de conejos,
utilizando el método de Karapetyan, Sin embargo, realizando
modificaciones, son capaces de cultivar Giardia de chinchi-

Ita, durante dieciocho meses {131),
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En 1968, Roux y Ecalle, son capaces de mantener
Glardia de conejo In vitro, durante once semanas, utili-

zando el método de Karapetyan (178),

En 1970, Meyer, cultiva trofozoitos de Glardia a
partl;- de conejo, chinchilla y gato, describiendo los méto-
dos por los cuales es capaz de separar ias levaduras que
ha utilizado en el cultivo, y estableclendo un cultivo axénl:'o

durante més de un afio (130),

En 1976, Meyer, describe los métodos usados para
establecer cultivos de trofozoltos de G, lamblia, a partir
de hombre, en presencla de hongos intestinales, separar
los protozoos de los hongos y cultivar axenicamente este

protozoo mas de un afo (133),

En 1979, Bingham, demuestra el exquistamiento'in
vitro de Glardia lamblia, inducido por soluciones &cidas;

y establece el cultivo de los trofozoitos exquistados (20),

Todo este bosquejo historico en el cultivo de
Glardia lamblia, ha conducido a cambiar la idea de que

este protozoo flagelado no se cultiva. Sin embargo, las
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dificultades en la realizacidn dei cultivo son evidentes, y
asf, el intento de cuitivar G, lamblia, no es siempre todo

lo f&cil que se espera.

Los diferentes autores que han trabajado en el cultivo
de Giardia, han sido conscientes de las dificultades que
existen en ta Instauracibn y mantenimiento de un cultivo de

este protozoo.,

Es necesarlo pues admitir, que G, jamblia es un pro-
tozoo flagelado intestinal que se cultiva, pero que sus con-
diciones de crecimiento no son faciles, ni estén perfecta-

mente aclaradas.

Todavla esth por resolver el cultivo axénico de
G, |amblia en un primer alslamiento, es decir, sin la
adiclén de levaduras al cultivo, Y asf no se cultiva Giardia
a partir de aspirados intestinales, que contienen trofozoitos,
aunque el aspirado tenga levaduras, que se utilizan para

los cultivos in vitro, (133),

Diferentes factores se encuentran en estudio, con res-

pecto a su influencia, en el establecimiento de un cultivo
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de Giardia lambjja, y asl es problemético, cuando hay que
aﬁadir‘ las levaduras, para la Instauracibn del cultivo y
no se sabe exactamente el papel importante que juega el
suero humano, empleado en distintos medios de cultivo

(133),

Todos estos datos, llevan al convencimiento de que
es posible el cultivo de Glardia tamblia, a partir de los
aspirados intestinales, de enfermos sospechosos de giar-

diasis.
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2, - Tégnicas de cultivg,

Los distintos autores, han realizado diferentes técnicas,
para la consecucidn del establecimiento - y mantenimiento

de los cultivos de G, lamblia.

Los primeros trabajos sobre cultivo de este protozoo,
se publican en 1960, en que Karapetyan, cultiva Giardia en
un medio complejo, que contiene Candida _quillermondi y
fibroblastos de pollo. Giardia no es capaz de sobrevivir

y multipllicarse sl no se aflade al medio Candida viable,

Sin embargo, los fibroblastos de pollo, no parecen ser

necesarios, una vez que se ha establecido el cultivo de
Giardia (109),
Dos afios més tarde, (1962), este mismo autor, des-

cribe el método que ha usado para cultivar Glardia a partir

de conejo,

Este método, no requiere fibroblastos de pollo, e incluye

ia Inoculacidén de Giardia y Saccharomyces cerevisiae en un

medio complejo (108),
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El medio nlmero 1 de Karapetyan, contiene suero
humano, un extracto de carne, extracto de embridn de

pollo y solucion de Hanks,

La técnica de cultivo de Karapetyan, es utilizada,
en 1968 por Roux y Ecalle, manteniendo Giardija de conejo,

in vitro, durante once semanas, (178},

Karapetyan, intentd repetidamente, pero sin exito

el cultivo de Giardija, sin la adiclon de S, cerevisiae,

E| fallo en el intento de cultivo de Giardia de conejo,
utilizando la técnica de Karapetyan, lleva a Meyer y Pope,

a realizar modificaciones (131),

La técnica de cultivo para G, lamblia de Meyer,

incluye la utilizacién del medioc M-3 (130).

Este medio consiste en un componente A, un compo-
nente B y una solucidn reductora, El componente A consta

de:

a) 140 m), de !a solucidn de Hanks.
b) 2 g. de extracto de levadura,
c) 0,2 g. de hidrocloruro de {L.1), Cisteina

d) 1 g, de agar,
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Este componente se autoclava a 1212C durante 15
minutos,

El componente B consta de:

a) 10 ml, de NCTC-109 Medio (Gibco),

b) 50 ml. de suero humano filtrado e Inactivado a
502C, durante 30 minutos,

¢) 1 mi, de Penlicitina G. potdsica (100,000 U, /mi. ),

d) 0,6 ml, de Estreptomicina (0, 34 g. /ml.),

L.os componentes A y B se mezclan en un reciplente
estéril y se afiade bicarbonato sbdico al 0,75% hasta

conseguir un pH de 6,6, Se almacena a 4°C,
L.a solucidn reductora consta de:

a) 0,1 g. de glutation reducido
b) 0, 1 g. de hidrocloruro de {L.1) Cisteina.

c) 10 mil, de solucién de Hanks,
Se ajusta el pH a 9 y se almacena la solucién a 4°C,

La solucidn reductora se aflade al Medio M-3, cuando se
vaya a utilizar este medio, en la proporcidn de 0,3 ml, de

la solucidn reductora por 7 ml. del medio.
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Utilizando este medio, al que se afiade Saccharomyges

cerevisjae vy trofozoltos de Giardia de gato, se consigue el

cultivo,

Se afiade 2 ml, del medio M-3; 0, t ml, de indculo de
Giardia y 0,2 ml, de suspensibn de levaduras a un tubo
de cultivo de tejido de Leighton. Este cultivo se incuba a

372eC,

Diariamente, se saca 1,5 mi, del cultivo y se aflade

igual cantldad de medio M-3,

La obtencidén de trofozoitos de Giardia libres de
S, cerevisiae se realiza mediante la utilizacién de un
tubo en U de cristal, que consta de un difmetro interno
de 3,5 mm, unos brazos de 50 mm. y una base de 100 mm,
En los extremos del tubo se colocan tapones de goma, que

permiten cambiar el medio con una aguja y jeringa (Fig. 18),

Se llena este tubo en U con medio M-3 y se inocula
el brazo izquierdo del tubo con 0,25 mi, del cultivo de
Giardia vy Saccharomyces, que se encuentra incubado en

medio M-3,
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Se incuba el tubo en U a 372C y a las 24 horas se
procede a su examen, que realizado en un microscopio
Invertido, revela la presencia de Glardija y levaduras

en la base del tubo en el lado izqulerdo,

Los trofozoitos de Gjardia, que son mbviles, pasan
y emigran al lado derecho del tubo en U y de aqul pueden

ser obtenidos libres de levaduras,

Cada dos dfas se aflade 1 ml. del medio M-3, al brazo
derecho del tubo en U y se saca 1 ml. del cultivo I{quido del

brazo lzquierdo,

Estos mecanismos de paso de los trofozoitos de Glardia,
de un lado al otro del tubo, ocurren graclas a la capacidad
de estos microorganismos, para adherirse al cristal, debido

a la adheslvidad de sus discos suctorios,

El tiempo que tarda en cruzar el trofozoito,de un fado
a otro del tubo, puede ser de unas cuatro semanas por térmi-

no medio.

El ajslamiento y cultivo axénico de los trofozoitos de

G, lamblia propuesto por Meyer, es un paso importante

R
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dentro de las técnicas de cultivo de este protozoo flagelado.

Una vez cultivado axénlcamente, las posibllidades de
estudio, desde el punto de vista de su fislologfa, son mayo-

res,

El método empleado en esta técnica, que utiliza el tubo
de cristal en forma de U, no es nuevo y ha sido usado por
. .
otros Investigadores para separar distintos mlcroorganlsmos,
que crecen mezclados con otros (130), Este método de cultivo
prepara el protozoo G, lamblja, para adaptarse a vivir en

condiclones axénicas, lo cual puede servir para estudios

ulteriores,

L.a iniclacién y establecimiento de un cultivo de trofo-
zoltos de G, lamblig partiendo de los condicionantes que
hemos detallado anteriormente, se llevd a cabo a partir de

conejo, chinchilla y gato.

Las técnicas de cultivo de G. lamblia, a partir de
trofozoitos humanos, se realiza también por Meyer en 1976,

(133).
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A partir de los trofozoitos de G, lamblla del aspirado
duodenal, de una mujer, con una historia clinica de diarrea

de ocho aflos de duracibn, en la que se habfan visto quistes
de G, |lamblia en sus heces,

Los métodos de cultivo empleados por este autor pre-
sentan alguna modificacién, con respecto a los que emplea-

ra en 1970, al realizar el cultivo de trofozoitos de

G, lamblia a partir de animales,

Los medios de cultivo que emplea, son los que deno-

mina HSP-1 y HSP-2,

La composicidn del medio HSP-1, consta de un caldo de

cultivo, antibibticos y suero humano,
El medio HSP -1 se prepara de la siguiente forma:

a) Phytone peptone (B,B,L.) ............ 1a
b) Hidrocloruro de L -cisteina.......... 0,01 g,
'*a.“}‘

€) GluCOoSa vovvreenerernenncnenanneaas 0,050,

d) Soluciébn de Hanks ......cv0vvvene... B5ml,

Estos componentes se autoclavan a 1212C, durante
10 minutos. El caldo de cultivo obtenido, se almacena a

492C, durante un mes,
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E| dfa que se requiere para su uso, se toman 85 ml,
de cavldo de cultivo y se afiaden 15 ml, de suero humano
(filtrado ' asépticamente e inactivado, durante 30 minutos
a 562C), Tamblén se afiaden 50, 000 U de Penicilina

G. potésica y 0,05 g, de sulfato de Estreptomicina.

Asf este medio HSP -1, queda a un pH entre 6,8

y7.

El medio HSP-2, se consigue afiadiendo asépticamente

a 100 ml, de HSP -1, los siguientes ingredientes ésteriles:

a) 7,5 ml. del medio NCTC-135 (Gibco).

b} 2,5 ml, de solucién reductora (130),

L.a técnica de cultivo, consiste en afiadir a un tubo
de cultivo, que contiene el medio HSP-1 preparado, el
aspirado duodenal, donde se encuentran los trofozoitos de
G, lamblia, con S, cerevigiae e incubar a 372C, Cada tubo
Heva 5 ml, de HSP-1 y 2 ml, de inbculo {(aspirado duodenal

con trofozoitos de G, lamblia) vy S, cerevislae.

Los tubos se tapan con tapones de goma y se incuban

inclinados a 372C. Cada dfa, el contenido de cada tubo, se
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examina en un microscoplio Invertido y se reempiaza con
7 ml, de medio fresco, calentado previamente a 372C, A

partir de aquf, se pueden realizar subcultivos,
AL

Se realiza la separacibn de trofozoitos de G, lamblja
y levaduras de S, cerevisiae, mediante un tubo en U de los
que ya hemos descrito (Fig. 18), que contiene el medio

HSP -2,

A partir dei décimo dfa de cultivo, se pueden realizar
subcultivos., Generalmeme,la presencla en estos cultivos
de bacterias en nlmeros muy pequefios, causan una dismi-

nuclibén marcada en la multiplicacién de Giardia (133),

Estos trofozoltos pueden ser preservados por conge-

laclén y mantenidos en presencia de glicerol al 7% {132).

Se han mostrado viables, después de estar almacena-

dos a 402C, durante catorce meses (33),

Teniendo en cuenta estos estudios, se plantean inte-
rrogantes, en el sentido de saber cuando es el momento

adecuado de afiadir levaduras viables, al inicio del esta-

[N,
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blecimlento de cultivo de G, lamblia, ya que parece claro,
que las levaduras juegan un papel importante,en el cre-

cimiento de este protozoo,

Otra interrogante importante, es el saber el papel
que desarrolla el suero humano, en el establecimiento de
los cultivos, Determinados sueros humanos, son capaces
de facilitar el estabiecimiento de! cuftivo, sin embargo,
otros sueros humanos utilizados no favorecen el cultivo

(133).

Estas técnicas de cultivo que hemos expuesto, pre-
sentan alin importantes fallos, que ser&n sofuclonados a
medida que el estudio del cultivo de los protozoos sea més

perfecto.

De momento, es importante saber que el cuitivo de

G, lamblla es un hecho dificil, pero cierto.
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3. - Exqujstamjento de G, lamblia,

L.os ensayos experimentales acerca del exquistamiento
del protozoo G, lamblia, se remontan a hace unos cincuenta
afios, en que Hegner y otros (93, 94, 95, 57),inic!ar‘on el
estudio, Sin embargo, las condiciones para la induccién
del proceso de transformacibn, de quiste de Giardia en

trofozolitos (exquistamiento}, no fueron claramente definidas,

En 1979, Bingham y Meyer, demustran el exquista~
miento de Glardia en soluciones &cidas, las secuencias de
salida del trofozoito durante el exquistamiento y el esta-
blecimiento in vitro de cultivos axénicos de G, lamblia,

a partir de los trofozoitos exquistados (22),

Estos autores, obtienen quistes de Giardia a partir
de las heces de hombres y animales, purifican los quistes
y los almacenan en agua a 82C, Posteriormente, los quistes
son expuestos a un jugo gastrico sintético, luego a un medio

de cultivo y por Gltimo se examinan al microscopio.

El exquistamiento,comienza dentro de los primeros

cinco minutos, de la exposicidn de los quistes a las soluciones
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&cldas, ya que es a partir de este tiempo, cuando comienzan

a verse trofozoltos exquisténdose,

Los métodos utilizados por estos autores, se resGmen

de la sigulente forma:

a) Tomar un vollmen de la solucién de quistes

purificados.

b) Afadir a este volimen, al menos diez vollmenes
de la solucibn de exqulstamiento {jugo géstrico

sintético, que tenga un pH de 2),
c) Incubar la mezcla a 372C durante una hora,

d) Centrifugar esta mezcia a 600 g. durante cinco

minutos a temperatura ambiente,

e) Resuspender en agua el sedimento y volver a

centrifugar,

f) E| sedimento lavado se aflade a 0,5 ml. de medio

HSP-3 y se incuba a 37°C,
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g) Tomar un porta objetos excavado, depositar esta
Gitima mezcla en la concavidady sellar con un

cubre-objetos con vaselina o parafina.

h) Incubar este porta objetos Invertido a 372C durante

1 hora,

i) Observar en un microscopio invertido el exquista-

miento que se produce.,

A partir de estos estudios, se concluye que existe
una relacibén entre el pH de la solucidn exquistadora y los
porcentajes de exquistamiento, El pH = 2, parece ser el

que favorece el exquistamliento en mayores porcentajes,

Por consigulente,el exquistamiento de G, lamblia,
parece ser un proceso, que se Inicia en condiciones &cidas,
ya que es pH-Acido dependiente, condiciones por otra
parte, que se encuentra en el paso de los quistes por el
jugo gastrico, cuando se produce la ingesta de estos pro-

tozoos, mediante el mecanismo de contagio.

I
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Tenlendo en cuenta estos hechos; se ha podido
mantener en cuitivo trofozoitos de G, jamblia durante
meses, utilizando el exquistamiento y el posterior man-
tenimiento de los trofozoitos exquistados en medio

HSP-3 (20).

El exquistamiento, ha sido recientemente considerado,
Y
como método de determinacién de viabilidad de los quistes
de G, lamblia, comparado con la aceptacidn o no de la

eosina, como colorante determinante de esta viabilldad.

L_a exclusibn de la viabilidad de los quistes de
G, lamblja utilizando la eosina, indicé mayor cantidad
de quistes viables, que los que pudo demostrarse in

vitro utilizando el método de exquistamiento {20).

Hemos realizado el exquistamiento de G, lamblia
sigulendo a estos autores (20), Partiendo de una sus-—
pensién de quistes de G,_lamblia, cuya viabllidad era
del 90% es decir, 90% (E-) y 10% (E 1); 1os mantuvi-

mos en nevera (42C), durante cinco dfas. Utilizamos
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jugo ghstrico,preparado de forma artificial (96). Incubando

a 37°C, durante dos horas, el porta objetos excavado, que
lleva el soporte de medio de cultivo y los quistes de G, lamblia,
que se han puesto en contacto con el jugo géstrico, y todo se .
Incuba de forma invertida y se observa en microscopio Inver-

tido, a partir de las dos horas de incubacibn.

Im&genes de quistes de G,_lamblia que inician el exquis-

tamiento pueden observarse en la figura 19,

Imégenes de trofozoitos de G, lamblia, que ya se han

exquistado, se observan en la figura 20,

La realizacidn del cultivo de Giardija a partir del
exquistamiento,requiere quizés un mayro perfeccionamiento

en su técnica.
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4. - Experlencia personal en el cultivo de G, lamblia.

"Teniendo en cuenta los trabajos reallzados sobre
el cultivo de G, lamblia por Karapetyan y Meyer, funda-
mentalmente (108, 109, 130, 133), Hemos iniciado el cul-
tivo de este protozoo, baséndonos en los conocimientos
aportados hasta ahora, en fo referente a condiclones
minimas necesarias, para la multipticacibn de los

trofozoitos de Giardia,

El primer intento de cultivo, lo realizamos a partir
de trofozoitos obtenidos de aspiracidén duodenal, proce-
dentes de un nifio de siete afios de edad, diagnosticado

de malabsorcibdn intestinal e hipocrecimiento.

los trofozoitos de G, lambiia obtenidos del aspirado
duodenal, eran muy escasos en nUmero, aunque su movi-

tidad era completamente normal.

Cultivamos dos ml, de jugo duodena) en el medio
HSPR-1, al que afladimos tres centimetros clbicos de suero

humano y Saccharomyces cerevisiae en el momento de la

incubacidén, Esta se reallzd a 372C,
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Al dfa siguiente de hacer el cultivo, realizamos vision
microscopica, pero no dbservamos ninglin trofozoitos, Los
dlas posteriores, hasta cinco dfas después, no mostraron

ninguna Imagen de trofozolto vivo.

Esta primera experiencia, nos sirvid para obtener
conocimientos, que posteriormente nos han sido Gtiles,
ya que nos han facilitado la realizaclidon de un cultivo

posterior,

Es necesario tener dispuestos los medios adecuados
para el cultivo de este protbzoo, y justo en el momento
que una aspiracién intestinal,tenga abundantes trofozoitos
de G, lamblia, entonces proceder a su cultivo inmedia-

tamente,

Queremos decir con esto, que no siempre que se
tienen preparados los medios adecuados para el cultivo
de este protozoo, se nos ofrecen aspiraciones duodenales

con abundantes trofozoitos de G, lamblla .
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Es pues necesario, tener todo a punto, para un deter-
minado momento, en que a partir de una aspiracibdn Iintes-
tinal, con abundantes trofozoitos de Giardia, se pueda

Intentar el cultivo,

La primera experiencia negativa en el cuitivo de

G, lamblia, la obtuvimos en el mes de marzo del aflo 1979.

\
En junio de 1979, tuvimos una aspiracién duodenal

procedente de una nifia de tres afios de edad, diagnosticada
de diarrea cronica. Esta aspiracidén mostraba en su vision

microscbpica, abundantes trofozoitos de G, {amblia,

Procedimos a su cultivo utilizando los siguientes

medios y métodos:
a) Medio HSP-3 (20) que consta de:

- 85 ml, de caldo phytone-Hanks.

- 20 ml, de suero humano, esterilizado por
filtracidn e Inactivado a 502C, durante
treinta minutos.

- 7,5 ml, del medio NCTC-135 (Gibco).
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- 1,5 ml, de COSHNa 1M,
- 200,000 U, de penicilina G, potésica
- 0,01 g. de sulfato de estreptomicina

- 0,01 g. de sulfato de gentamicina,
El pH final de este medio es de 7.
b) Un porta objetos excavado en el centro.
c) Un cubre objetos.

d) Una sustancia, que sirva para pegar al porta-
objetos excavado, el cubre objetos, Nosotros
utilizamos esmalte de ufas como sustancia

selladora,

La solucidon de Hanks, consta de una serie de
compuestos quimicos y su preparacidn puede realizarse

asf:
Parte A,

- Cloruropotésico......ecvvaesss.. 4,049,
- Fosfato sddico ... .vvvvncenese.s 0,6g,
- Fosfato dihidrogeno potésico...... 0,6 g,
- Cloruro sbddico ......00c0eveves.. 43,64,

~Rojofenol . ..cevveecrrnncnnenns Q. s.
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Parte B
- Cloruro célcico....... ceeersanens 1,4 9.
- Sulfato magnésico ...... cisesasees 1,09,

- Cloruromagnésico ......cc0000... 1,09,
~GlUCOSA s vvvrvesernscnrsnaransssa10,09,

—Cloruro s0dico ..ccvveveeeesreeses 36,4 9.

Se disuelve el contenido de estos productos en
1 litro de HZO desionizada, cada parte (A y B) y se

esterilizan a 1212C, durante quince minutos.

Se afladen 100 ml, de la solucién A, m&s 100 ml,

de la solucion B y 800 ml, de Hzo deslonizada estérlil,

Se pesan 1,4 g, de COSHNa y se ilevan a 100 ml,

de HZO destilada estéril (1,4 g. %).

A cada litro de las soluciones Ay B, se le adiclonan

25 ml, de! COsHNa preparado.

Tenemos pues preparada una solucion de Hanks
bufferada. Esta solucidn se encuentra comercializada en
sus componentes quimicos (Oxoid) y su preparacidn es

sencilla,



187

El caldo phytone-Hanks, se prepara afiadiendo a
85 ml, de la solucidn de Hanks, los sigulentes prepa-

rados:

- Phytone peptone (B.B,L.)......... 1 g.
-Glucosa................;........0,05 g.

- L-hidrocloruro de cisteina ........ 0,10 g,

Asl pues, se puede preparar el medio HSP-3, que

servirl como caldo de cultivo,de los trofozoitos de
G, lamblia,

Este medio, puede conservarse en nevera (42eC)
durante un mes, pero cuando se va a realizar el cultivo,
es necesarlio colocar el medio a 372C, para que los
trofozoitos sean distorsionados lo menos posible, en la

realizacidn del cultivo.

El cultivo de los trofozoitos lo realizamos de la

- siguiente forma:

Tomamos 0,5 ml. del aspirado duodenal, que presen-
taba abundante cantidad de trofozoitos, Utilizamos un

porta objetos excavado, donde colocamos 0,5 ml, de medio
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HSP -3, mantenido a 372C y al que afiadimos los 0,5 mi, del

aspirado duodenal, y pequefia cantidad de Saccharomyces
cerevisiae.

Colocamos un cubre objetos, encima del porta objetos,
y le sellamos con esmalte de ufias. Conseguimos asf,una

microcémara de cultivo (Fig, 21).

Esta microcémara, la invertimos y colocamos en una
placa de Petri, donde a su vez hemos situado dos cintas
adhesivas, que nos servirfn de soporte para realizar la

colocaclén de la microcémara (Fig, 22),
Incubamos este dispositivo en estufa a 37°2C,

E} cultivo se realiza a las once de la mafiana, del
dfa trece de junio, de 1979, Los resultados que obtenemos

son los siguientes:

. A las cuatro horas y media de incubacidn a 372C,
realizamos la observacion con un microscopio
invertido y con un aumento de 40x, Las Imfgenes
que observamos son de trofozoitos vivos, junto

con gran cantidad de Saccharomyces. (Fig. 23).
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. A las seis horas de incubacidn, las imbgenes son
similares a las observadas en el tiempo anterior,
y en algunos campos microscdpicos se ven hasta

cinco trofozoitos de G, lamblia juntos (Fig. 24).

. A las veinticinco horas de Incubacidén, se ven
imhgenes clarléimas de trofozoitos vivos, que
se mueven activamente,
En algunos campos microscopicos, aparecen
juntos dos o tres o incluso més trofozoitos como
unidos por los flagelos, (Fig. 25).
En estas primeras veinticinco horas de cultivo,
no hay una observacién ev!dente, de que se hayan
multiplicado los trofozoitos, pero da la impresidn

de que se van a multiplicar,

. A las 46 horas de cultivo, se ven muchos trofozoi-
tos de G, lamblia en determinadas zonas de la mi-
crocmara de cultivo, e

Tengo la impresion de que se han multiplicado,

En este perfodo se realiza una filmacion del cultivo

para la constatacidn del hecho.
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. Alas 72 horas de cultivo, el nimero de trofozoltos
parece haber disminuido con respecto al dfa ante-

rior, aunque gran parte se mantienen vivos,

. A las 96 horas de cultivo, la proliferaclon de leva-
duras aumenta y parecen verse bacterias., Los

trofozoitos, no en gran nlmero, siguen vivos,

. A los cinco dfas de cultivo, se observan escasos
trofozoitos inméviles, gran nGmero de levaduras,
e imAgenes de probabiles bacterias contaminantes.
Tenemos la impresidn de que han muerto los tro-
fozoitos.

Hemos tenido por consigulente, un cultivo reallzado
In vitro, que hemos mantenido durante cinco dfas.
Es necesario hacer notar, que los flagelos de los
trofozoitos de G, lamblia, necesitan una superficie
donde poder adherirse y por ello el cubre objetos
les sirve como soporte.

Un microscopio invertido, es necesario, para la

observaclén de estos cultivos.
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La creacidon de una microcémara, es de vital
importancia para obtener un habitat adecuado,
donde G, lamblia puede multiplicarse, y asf

nos parece que puede ser de extraort'.l,i,"—}'ar*ia
utilidad préctica, el empleo de los porta objetos
excavados, para iniciar el cultivo de los tro-

fozoltos de G, lamblia.
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Flg. 18, - Tubo en U, utitizado para obtener
trofozoitos de Glardia libres de

S, cerevigjae,
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Fig. 19.- Quiste de G, lamblia iniciando el exquista-

miento,

famblia exquistado,

Fig. 20. - Trofozoito de G



Vam Portaobjetos excavado,

{—~ Cubreobjetos.

Fig. 21, -~ Microcimara de cuitivo, realizada en
un portaobjetos excavado, que lleva
colocado encima de la concavidad un

cubreobjetos .

194
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Vo Cinta adhesiva

Cubreobjetos-—\

S Porta-objetos
excavado,

Fig. 22, - Placa de Petri, que lleva dos cintas adheslvas,
como soporte de la mlicrocamara de cultivo, que

se encuentra colocada de forma invertida,
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Fig. 23. - Trofozoitos vivos junto con S, cerevisiae,

Flg. 24, - Trofozoltos de G, lamblia en divisibn.
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.
.

Fig. 25.- Trofozoitos de G, Iamblia, mantenidos en

cultivo con S, cerevislae.
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CONCLUSIONES
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El trabajo realizado, para la elaboracidon de la presente

tésis doctoral, nos ha llevado a las sigulentes conolusiones:

1. - Giardia lamblla en un protozoo flagelado intestinal, que

puede causar patologla en el ser humano.

2, - Los métodos diagnbsticos, para la blsqueda de este

protozoo, son fundamentalmente cuatro:

a) Blsqueda en heces.

b} Blsqueda en aspiraciones duodenales,

c) Blsqueda en biopsias de intestino delgado,

d} Demostracldn indirecta, mediante técnicas
serolbgicas, que detecten la presencia de

anticuerpos circulantes,

3. - La blisqueda en heces de G, lamblia, debe realizarse en
distintas muestras fecales, obtenidas en dlas separados,
4. - L.a glardiasis es una parasitacion distribuida p‘r'&clicamente

por todo el mundo,
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5. - El porcentaje de parasitacion por G, lambl{a, después
de la realizacion de 5. 600 muestras fecales, ha sido

en nuestra estadistica, del 7,35%.

6, -~ Las principales fuentes de infeccibn son:

a) E} agua
b) Las comidas contaminadas.

c) El contacto interpersonal.

7. - Glardia lamblia es un protozoo flagelado, capaz de

producir epidemias,

8. - La parasitacidén por G, lamblia es mhs frecuente en

nifios, que en adultos.

9. - De 279 pacientes en los que encontramos G, lamblia en
sus heces, el mayor % de positividad correspondib a
nifios de edad inferior a los 14 afios (89, 24% de los

hallazgos positivos).

10, - El porcentaje de parasltacion por G, lamblia en adultos,

fué del 10,75% de los hallazgos positivos.
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11. - G, lamblia se encontrb en las heces de 22 nifios, de
un grupo de 146 nifios, diagnosticados de asma bronquial
(13,41%). Un grupo control de 75 nifios, sblo presentd

positividad en 2 casos (2,66%).

12. - Encontramos G, _lamblia en las heces de 11 nifios de un

grupo de 37 nifios, inmunodeprimidos (29,72%). Un grupo

control de 60 nifios, sblo fué positivo en 2 casos (3, 33%).

13. - Si consideramos de 2 a 3 las determinaciones realizadas
de parésitos en heces, obtuvimos un 66,66% de positividad

en nifios Inmunodeprimidos y un 6,66% en un grupo de ni-

fios control,

14, - G, lamblia es un protozoo flagelado, capaz de producir

diarrea aguda y cronica,

15. - De 270 pacientes en los que encontramos G, _lamblia en

sus heces, 72 presentaron cuadros diarreicos (26,66%),

16, - De 49 enfermos con diarrea, donde encontramos G, lamblia

en sus heces, 32 eran nifios y 17 adultos,



202

|

17. - De 27 nifios diagnosticados de malabsorcibon intestinal,
.en los que se realizaron aspiraciones duodenales, en-

contramos trofozoltos de G, lamblla en 7 nifos (25,92%).

18. - La sintomatologla mhs frecuentemente asoclada con el
hallazgo de G, lambiia en heces, fué de Diarrea (26,66%),
Asma bronquial (25, 18%). Abdominalgias (19,62%), UMti-
caria (7,03%). Rinitls (3, 33%). Catarro (2,22%). Pru-
rito anal (1,85%). Prurito generatizado (1, 11%), Fiebre
(1, 11%). Dermatitis atépica (0, 74%). Eosinofiita (0, 74%).

Hepatitis (0, 74%). Enurésis (0, 74%),

19, - La sintomatologfa menos frecuentemente asociada, con el
hallazgo de G, Jamblia en heces, fué de hipocrecimiento,
obesidad, plelonefritis, forunculbsls, estenosis abrtica,
crisis hipoténica, vbmitos,neumonla, alergia medicamentosa,
atroflia muscuiar, anemia ferropénléa, Glcera de recto y
pancreatitis crbnica, En estos procesos solo encontramos
G, lamblia en uno de ellos, de 270 paclentes estudiados

(0, 37%).
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20, - Glardia lamblia, debe buscarse en procesos diarreicos,

alérgicos y del aparato digestivo en general (Colecistitis,

pancreatitis etc),

21, - Como promedio, aquellos sujetos afectos de diarrea,
mostraron mayor cantidad de quistes excretados por
gramo de heces, que los afectos de abdominalgias, mani-

festaciones alérgicas o sintomatologlfa no especfifica.

22, - L.a viabilidad de los quistes de G, |amblia, puede
apreclarse.utilizando eosina al 0, 1%, o provocando el

exquistamiento de los quistes.

23, - Los mecanismos inmunolégicos alterados, pueden facilitar

la parasitacion por Glardia tamblia.

24, - L_a deteccidn de anticuerpos circulantes, en los pacientes

con giardiasis, puede realizarse por:

a) Inmunofluorescencia indirecta.

b) Inmunodifusién pasiva.
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1
25, - L.a obtencibdn de antlfgeno de G, _lamblia, para la rea-
lizaclon de pruebas serolbgicas, puede hacerse fun-

damentalmente por;

a) Utitizacibn de trofozoltos, a partir de aspirados
duodenales o cultivos.
b) Utilizacién de quistes, a partir de las heces

de enfermos parasitados.

26, - Hemos realizado {a determinacion de anticuerpos cir-
culantes, utilizando quistes de G, lamblia, procedentes
de heces de enfermos parasitados y empleando la inmuno-

fluorescencia indirecta,

27. - La técnica empleada, para la deteccidén de anticuerpos
circulantes, nos ha servido en algunos casos, para
diagnosticar procesos de malabsorcidn intestinal, donde

G, lamblla jugaba un papel importante,

28. - Esta misma técnica, es de utilidad en el seguimiento
seroldgico del enfermo, una vez instaurado tratamiento

especifico,
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29, - Consideramos tftulos serolbgicos positivos, aquellos

que son iguales o superiores a 1/10,
30, -~ Es de utilidad, la reallzacidon de anticuerpos circulantes,
en todos aquellos enfermos, que presenten diarreas cré-

nicas, acompafadas o no de malabsorcidn intestinal.

31, - Giardia e s un protozoo flagelado Intestinal que puede

cultivarse.

32, - El cultivo de Giardia se citd en 1960, pero otros autores,

no pudieron realizar este cultivo, cuando emplearon las

mismas técnicas.

33, - El cultivo axénico de Giardia se ha citado en 1976, pero

emp leando hongos en el primer cultivo,

34, - El exquistamiento de Giardia y posterior cultivo se ha

citado en 1979.

35. - Hemos realizado el cultivo de Giardia lamblia, procedente

de los trofozoitos del aspirado duodenal, de una nifia

diagnosticada de diarrea crbnlca,
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36, - La utllizaclén de una microcémara, en el cultivo de

Glardia, es de gran ayuda en la consecucién del mismo,

37. - La adicién de levaduras, al intento de cultivo de Giardia,

es necesarlia para establecer este cultivo,

38, - Los Intentos de cultivar Giardia sin la adicion de leva-"

duras, resuftan Infructuosos,

39. - Hemos mantenido el cultivo de Giardis |ambiia, en una

microcémara, durante cinco dlas,

40, - La adicibn de suero humano, para el establecimiento
de! cultivo de G, |amblia, resulta necesario, pero no

esth claro el papel exacto que desempefia,

41, - El cultivo de Giardia procedente de humanos es una
realidad, que requiere estudios més profundos y constan-
tes, que hagan posible la consecucién de un método senci-

Ito, para el cultivo de este protozoo flagelado Intestinal,
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