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Resumen

Giardia sp. es uno de los protozoarios intestinales de mayor prevalencia en el mundo. Es
identificado como el principal agente infeccioso en epidemias de diarreas originadas por consu-
mo de agua. Debido a que este parasito puede ocasionar un problema de salud publica, se con-
sidera importante detectar su viabilidad en aguas superficiales ya que indica su potencial infec-
cioso. El objetivo de este trabajo fue determinar mediante tincion con los colorantes fluorogéni-
cos; diacetato de fluoroceina (DAF) y Ioduro de propidium (IP) la concentraciéon de quistes de
Giardia viables o n6 en aguas superficiales utilizadas para la recreacion. El estudio se llevo a
cabo en cuatro playas del Lago de Maracaibo (APUZ, Caimare Chico, Quisiro y San Carlos) du-
rante un periodo de 8 meses. Se detectaron mediante DAF quistes viables de Giardia en 83% de
las muestras positivas de APUZ, 50% de las de Caimare Chico y San Carlos y 16,6% de las de
Quisiro. La tincion con IP permitio detectar quistes no viables en 50% de las muestras positivas
de APUZ, en 60% de las de San Carlos, en 33% de las de Caimare Chico, y ninguno en Quisiro. E1
uso con fines recreacionales de las playas estudiadas representa un riesgo de sufrir enfermeda-
des hidricas causadas por Giardia.
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Giardia sp. cysts Viability in four Lake Maracaibo beaches

Abstract

Giardia sp. is one of most prevalent intestinal protozoan. It is identified as the principal in-
fectious agent in water related diarrhoeal disease. Considered a public health problem, it is im-
portant to detect its presence viability on surface water in order to determine its infectious po-
tential. The goal of this work was to determine the presence of viable Giardia cysts in recreatio-
nal water, through fluorogenic dyes fluorescein diacetate and propidium iodide. The study com-
prises samples from four beaches (APUZ, Caimare chico, Quisiro, San Carlos) at lake Maracaibo
during 8 months. Viable Giardia cysts deteted through DAF on 83% of the positive APUZ’s sam-
ples, 50% in Caimare chico and San Carlos and 16.6% in Quisiro. No viable Giardia cysts detec-
ted, in 50% positive APUZ’s samples, 60% in San Carlos, 33% in Caimare Chico and none in
Quisiro, through dye IP. Recreational use of studied beaches represents a health hazard for wa-
terborne diseases produced by Giardia.
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Introduccion

Giardia spp. es un protozoario entérico
que infecta el intestino delgado del hombre,
pudiendo producir en el mismo una parasi-
tosis asintomatica o cuadros de diarrea, do-
lor abdominal, nausea, vomito, sindrome de
mala absorcién intestinal, desnutricion y
anemia; lo que puede conducir a la pérdida
de peso y deshidratacion (1, 2). La dosis in-
fecciosa oscila entre 1-10 quistes, para ini-
ciar la infeccion (3, 4).

Numerosos brotes epidémicos de giar-
diasis se han descrito tanto en los paises de-
sarrollados (6-11), como en los en via de de-
sarrollo, incluyendo Venezuela (3- 5). Nume-
rosos brotes infecciosos han sido asociados
con la ingestion de aguas superficiales no
tratadas durante la realizacion de activida-
des recreacionales (7, 8, 12).

Las principales fuentes de contamina-
cion de las aguas superficiales con quistes
de Giardia son las heces de humanos infec-
tados y posiblemente desechos de animales
con acceso a efluentes de agua natural, tales
como perros, gatos, caballos, pajaros; aun-
que esto ultimo es aun controversial (12).

Debido a la importancia de este micro-
organismo para la salud publica, la evalua-
cion de la calidad de las aguas debe implicar
la deteccion del agente causal para conocer
su potencialidad de transmisién hidrica, y
los factores que regulan las variaciones en
sus concentraciones, determinar su viabili-
dad y por lo tanto, su potencial para causar
infecciones (13, 14).

Entre las técnicas sugeridas para la de-
terminacion de la viabilidad de quistes de
Giardia, en cuerpos de agua, las mas fre-
cuentemente recomendadas, son el uso de
los colorantes fluorogénicos; Diacetato de
Fluoroceina (DAF) e Ioduro de Propidium
(IP) (15- 18). Estos colorantes son moléculas
no fluorescentes que pueden servir de sus-
tratos en ciertas reacciones enzimaticas. El
DAF pasa a través de la membrana celular y
es hidrolizado por las esterasas intracelula-

res para producir fluoresceina, ésta ultima
acumulada muestra una fluorescencia ver-
de cuando es excitada por una luz azul, indi-
cando una célula viable. E1IP atraviesa sola-
mente las membranas celulares danadas de
las células muertas, se intercala con el acido
nucleico y forma un complejo fluorescente
rojo brillante (19).

El objetivo de este trabajo fue determi-
nar mediante tincién con los colorantes fluo-
rogénicos; DAF y IP la presencia de quistes
de Giardiaviables o n6, en aguas superficia-
les utilizadas para la recreacion.

Materiales y Métodos

Lugares de muestreo

Las estaciones de muestreo se seleccio-
naron de acuerdo al interés recreativo que
representan a nivel regional. Las mismas co-
rresponden a las playas: APUZ (Asociacion
de Profesores de la Universidad del Zulia),
Caimare Chico, Quisiro y San Carlos, ubica-
das en el estrecho del Lago de Maracaibo y
en el Golfo de Venezuela. Se analizaron un
total de 24 muestras (6 en cada playa), du-
rante un periodo de 8 meses comprendido
entre Noviembre de 2001 y Junio de 2002.

Analisis parasitolégico

Los muestreos y procesamiento se rea-
lizaron siguiendo el procedimiento descrito
por Le Chevalliery col., 1995 (12). Se extraje-
ron 180 L de agua superficial con una bom-
ba marca efco, modelo PA 1030, procesados
a través de un filtro de cartucho de hilo de
polipropileno de 1um de porosidad nominal,
CUNO Microwynd DPPPY, a una velocidad
de flujo promedio de 8-10 L/min. Los filtros
fueron refrigerados y trasladados al labora-
torio para su procesamiento ulterior dentro
de las 24 h siguientes.

Los filtros se cortaron hasta su parte
central, en fibras de 5-10 cm de longitud. A
fin de desprender los quistes adheridos a las
fibras, éstas se colocaron en un envase con-
teniendo 900 mL de liquido de elusion (€);

Scientific Journal of the Experimental Faculty of Sciences,
at the Universidad del Zulia Volume 15 N° 1, January-March 2007



Z. Medina y et al. / Ciencia Vol. 15, N¢ 1 (2007) 7 - 12

éste compuesto de una solucion salina tam-
ponada de fosfato (PBS, pH 7,4) con 0,1% de
Tween 80y 0,1% de dodecil sulfato de sodio
(SDS). El envase fue agitado durante 10
min, y luego las fibras fueron descartadas.
Todo el liquido de lavado se concentré en un
sedimento Unico por centrifugaciéon a 4000
rpm, (utilizando una centrifuga refrigerada
IEC Centra MPAR), descartandose el sobre-
nadante. Se diluy6 5 mL del sedimento obte-
nido en 20 mL de la solucion de elusion y se
mezclé en un vortex (Thermolyne, 37600
mixer) durante 10 min. A esta suspension se
le agrego 20 mL de una soluciéon de percoll-
sacarosa (densidad= 1,10. Sigma Chemical,
Inc) y se centrifugo a 1,050 x g por 10 min a
10°C. Finalizado el tiempo de centrifuga-
cion, se extrajeron 25 mL de la capa superior
e interfase que se diluyeron con 50 mL de la
solucion €. Luego de centrifugar (4000 rpm,
10 min) y una vez descartado el sobrenadan-
te, se dej6 un sedimento de 5 mL que fue
mantenido a temperatura ambiente hasta
su visualizacion.

Determinacion de la viabilidad
de los quistes de Giardia

Los quistes de Giardia fueron identifi-
cados segun morfologia y tamano, segun
De Regnier y col. (16), mientras que su via-
bilidad fue determinada por fluorescencia
utilizando colorantes fluorogénicos: DAF
segun Jarmeyy col. (15) y IP segun Tririaty
col. (19).

Las soluciones colorantes se prepara-
ron siguiendo el método de Jones y Sneft
(19). Para ello, se prepar6 una soluciéon
stock de DAF (Sigma Chemical, catalago
73789) disolviendo 10 mg en 1 mL de aceto-
na, y a partir de ésta se prepar6 una solu-
cion de trabajo diluyendo 0,04 mL de solu-
cion stock en 10 mL de buffer fosfato salino
(PBS) a pH 7; y una solucion de trabajo de IP
disolviendo 5 mg (Sigma Chemical, catalogo
P4170) en 50 mL de PBS a pH 7.

Para la tincion con DAF, se mezclaron,
30 uL del sedimento concentrado (obtenido

en el analisis parasitologico) con 30 uL de la
solucion colorante de DAF y se dejo en oscu-
ridad durante 10 min a temperatura am-
biente. Luego, se colocaron 50 pL de la sus-
pension anterior en una lamina portaobjeto
y se observo en inmersion bajo un aumento
de 400X en un microscopio adaptado a un
equipo de epifluorescencia, con una longi-
tud de onda de excitacién de 455 a 490 nm.
Los quistes viables de Giardia observados se
apreciaron de color verde intenso fluores-
cente, forma oval, 8-12 um de diametro.
Para la tincion con IP, se procedi6 del mismo
modo, cambiando la solucion de DAF por la
de IP y la longitud de onda de excitacion fue
de 545 a 546 nm. Los quistes no viables de
Giardia se apreciaron de color rojo intenso
fluorescente, redondeados de 4 a 6 um de
diametro. La concentracion de quistes Giar-
dia en numero de quistes por litro de mues-
tra colectada.

Resultados y Discusion

Los resultados de los conteos de quis-
tes de Giardia viables y el porcentaje de
muestras positivas obtenidas empleando las
tinciones de DAF y IP, se representan en las
Tablas 1y 2. La tincién con DAF permitio de-
tectar quistes viables de Giardia en 12/24
(50%) de las muestras analizadas, de las
cuales el 83% correspondieron a APUZ, el
50% a Caimare Chico y San Carlos y el
16,6% a Quisiro. Del mismo modo, la tincion
con IP permiti6 detectar quistes no viables
en 9/24 (37,5%) de las muestras analizadas,
de las cuales el 60% a San Carlos, el 50% co-
rrespondieron a APUZ, el 33% a Caimare
Chico y ninguno en Quisiro.

El analisis de los resultados indican
que los quistes de Giardia viables estan pre-
sentes comunmente en las aguas superficia-
les de las zonas estudiadas. Estos hallazgos
coinciden con lo senialado por otros autores
enrelacion a la amplia distribucion, espacial
y temporal de este parasito en muestras am-
bientales (10, 11).
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Tabla 1
Numero de quistes de Giardia viables y porcentaje de muestras positivas en aguas superficiales.

Tincion con Diacetato de Fluoresceina.

Playa Quistes de Giardia viables por litro

M1 M2 M3 M4 M5 M6 %
APUZ 5,55 11,1 222 0 600 200 83
Caimare Chico 11,1 0 11,1 0 0 200 50
Quisiro 0 0 0 5,55 0 0 16,6
San Carlos 5.55 16.7 72.2 0 0 0 50
M1....M6: Muestra 1.....Muestra 6.

Tabla 2

Numero de quistes de Giardia no viables y porcentaje de muestras positivas en aguas superficiales.
Tinciéon con Ioduro de Propidium.

Playa Quistes de Giardia no viables por litro
M1 M2 M3 M4 M5 M6 %
APUZ 10,6 18,9 25,6 0 0 0 50
Caimare Chico 22,2 0 16.7 0 0 0 33
Quisiro 0 0 0 0 0 0 0
San Carlos 16,7 128 94,4 5,55 0 0 60

M1.....M6: Muestra 1.....Muestra 6.

El analisis de los resultados de los es-
tudios realizados, empleando los métodos
de coloracion DAF e IP, para determinar la
viabilidad o no de Giardia demostraron que
el mayor porcentaje de muestras positivas
correspondio a quistes viables, en muestras
de la playa APUZ (83%), seguido de Caimare
Chico y San Carlos, con igual porcentaje
para ambos (50%) y con menor porcentaje,
en playa Quisiro (16,6%) (Tabla 1). El mayor
porcentaje de quistes no viables fue encon-
trado en San Carlos.

La playa APUZ ha sido declarada como
no apta para uso recreacional segun estu-
dios bacteriolégicos realizados por organis-
mos oficiales venezolanos (23). Los resulta-
dos obtenidos en este estudio indican que la
presencia de quistes de Giardia viables en
esta playa corrobora el riesgo que represen-
ta ala salud de los usuarios la utilizacion de

esta agua para su recreacion. Probablemen-
te los porcentajes encontrados son indicado-
res de la deficiencia en saneamiento ambien-
tal basicoy a bajo nivel de habitos higiénicos
de gran parte de la poblacion que habita en
la zona, asi como la descarga continua de de-
sechos residuales, domésticos e industriales
sin ningun tipo de tratamiento (24).

Las muestras analizadas en Caimare
Chico, Quisiro y San Carlos aunque presenta-
ron menor porcentaje de Giardiaviables, igual
representan un riesgo de enfermedades gas-
trointestinales para los usuarios, ya que la in-
gestion de un quiste viable puede representar
una dosis infecciosa suficiente para ocasionar
enfermedades en el hombre (3, 4). La contami-
nacion de estas playas con materia fecal pue-
de deberse a la descarga de aguas residuales
no tratadas provenientes de los asentamien-
tos poblacionales adyacentes a esta zona.
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Otra fuente de contaminacion es la presencia
de animales en sus cercanias.

Otro aspecto que es importante tomar
en consideracion es que las tres playas men-
cionadas anteriormente, durante el periodo
de este estudio, fueron declaradas aptas
para uso recreacional por los organismos
competentes en esta materia (24), mediante
la realizacion de analisis bacteriologicos
Este trabajo permite recomendar que los
métodos bacteriologicos utilizados para co-
nocer calidad microbiologica de las aguas
deban ser acompanados de estudios parasi-
tolégicos, debido a que los parasitos son
mas resistentes a las condiciones ambienta-
les que las bacterias indicadoras de conta-
minacion fecal, como ha sido demostrado
por diversos investigadores (5, 7, 8).

El control efectivo de los protozoarios
intestinales y sus agentes causales es sin
duda alguna, la prevencion. La instauracion
de buenos servicios publicos (agua potable,
disposicion y deposicion de las excretas,
disposicion de basura) acompanados de un
programa de educacion sanitaria ayudaria
de gran manera a disminuir considerable-
mente el grado de contaminacion de las
aguas del Lago de Maracaibo. Lamentable-
mente en Venezuela, como en otros paises
tropicales, los servicios publicos son defi-
cientes y no llegan a toda la poblacién por
igual, esto aunado a la baja formacién sani-
taria impartida en el hogary en las escuelas.

Concluciones

Se concluye que para establecer la cali-
dad microbiologica de aguas superficiales
de uso recreacioal se debe investigar ade-
mas de lo establecido en la normativa para
este tipo de agua, la presencia y viabilidad
de quistes de Giardia.

Este estudio demostré que los coloran-
tes fluorogénicos DAF e IP pueden ser usa-
dos para determinar la viabilidad de quistes
de Giardiaspp, taly como lo indica Schuppy
col. (25).
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