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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la coinfeccion con Giardia intestinalis en pacientes con criptosporidiosis.

OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar la presencia de Cryptosporidium spp. en pacientes del Hospital Infantil del Estado de
Sonora (HIES) y Centro Médico Dr. Ignacio Chavez (CMDICH)

Identificar presencia de G. intestinalis en heces de pacientes del Hospital Infantil del Estado de
Sonora (HIES) y Centro Médico Dr. Ignacio Chavez (CMDICH) diagnosticados con

criptosporidiosis

Evaluar la coinfeccién de Giardia intestinalis en pacientes con criptosporidiosis mediante la

técnica de PCR.



RESUMEN

Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp. son unas de las principales causas de diarrea en
paises en vias de desarrollo. Afectan principalmente a nifios menores de 5 afios y a personas
inmunocomprometidas; provocando un impedimento en la absorcion de nutrientes a edad
temprana y deterioro en el crecimiento.

Ambos parasitos forman parte de las infecciones desatendidas a nivel mundial, segun la
OMS. Existen reportes en diferentes paises sobre la coinfeccién de Giardia intestinalis en
pacientes con Cryptosporidium spp; en los cuales se menciona el impacto en el estado nutricio
sobre todo en nifios.

En la Universidad de Sonora se realiza un proyecto de investigacion el cual cuenta con
38 muestras de ADN extraido de heces de pacientes con criptosporidiosis, todos ellos < nueve
afios de edad; la gastroenteritis aguda fue la manifestacion clinica mas frecuente en estos
casos presentandose en el 82% de los sujetos de estudio, seguido de fiebre (33%), desnutricién
(28%) y deshidratacion (18%); estas manifestaciones clinicas son propias de la infecciéon con
Cryptosporidium spp; sin embargo, ain no se ha determinado si existe coinfeccién con Giardia

intestinalis en alguno de ellos.



INTRODUCCION

Cryptosporidium spp. y Giardia intestinalis son los principales parasitos protozoarios patdégenos
intestinales que provocan diarrea, con una gran variedad de hospederos alrededor del mundo,
incluidos humanos, animales domésticos y animales salvajes (1). Estos parasitos afectan
principalmente a personas inmunocomprometidas (VIH/SIDA, cancer), asi como también a
individuos con desnutricién, sobre todo a nifios < cinco anos (2). Provocando un impedimento
en la absorcién de nutrientes a edad temprana y deterioro en el crecimiento. Por lo cual en el
2004, la criptosporidiosis y la giardiasis fueron afadidas en unas de las principales
enfermedades desatendidas a nivel mundial segun la OMS, ya que estas enfermedades tienen
un vinculo directo con las pobres medidas de sanidad de cada pais (4) y una misma ruta de
infeccion, por la via fecal-oral (3).

Estos parasitos son un serio problema de salud en determinadas regiones del mundo
debido a que se encuentran en agua y alimentos (5). El principal cuadro clinico de la giardiasis y
la criptosporidiosis es la diarrea, después deshidratacion, fiebre, nauseas y pérdida de peso (3).
En particular Giardia intestinalis no es invasiva y coloniza la parte superior del intestino
(duodeno), es frecuente encontrar portadores asintomaticos; sin embargo, en algunos casos los
pacientes presentan diarrea aguda o crénica. Y Cryptosporidium spp. es un parasito emergente
intracelular (enterocitos), que en el caso de personas inmunocomprometidas se ha logrado
aislar extraintestinalmente (pulmén y conductos biliares) (8). Es un pardasito emergente
considerado a nivel mundial como la segunda causa de muerte asociada a diarrea en nifios <
de cinco afos, solamente después de rotavirus (13).

Se estima que, a nivel mundial ocurren alrededor de 280 millones de casos de giardiasis
anualmente (6, 7). Y Cryptosporidium presentaba una prevalencia de 1-4% en Europa y
América del Norte y del 3-20% en Africa, Asia, Australia, Sur y Centroamérica (9).
Recientemente se ha informado que el 60% de los brotes de enfermedades transmitidas por
alimentos y agua en todo el mundo durante 2004-2010 fue ocasionada por Cryptosporidium
spp. (10). El diagndstico convencional de estos protozoarios se basa principalmente en el
examen microscépico de muestras de heces (11) utilizando la tincién de lugol y la tincion de
kinyoun; sin embargo, la microscopia estéa limitada por una baja sensibilidad.

Actualmente existe un vacio en informacion epidemiolégica a nivel regional referente a la

morbi-mortalidad ocasionada por parasitos emergentes. Considerando el aumento en la



incidencia de estas infecciones a nivel mundial es necesario implementar las técnicas

apropiadas para la identificacion de los mismos y evaluar el impacto de las coinfecciones.

Cryptosporidium spp.

Cryptosporidium spp. es una coccidia, con Cyclospora y Cystoisospora al pertenecer al grupo
de los Gregarinos, en el Phylum Apicomplexa. Los gregarinos son un grupo de parasitos que
infectan principalmente el intestino. Estas tres coccidias (nomenclatura tradicional) se
caracterizan por la eliminacién de ooquistes con la materia fecal de los hospederos (12).

Cryptosporidium spp. es un parasito emergente considerado a nivel mundial como la
segunda causa de muerte asociada a diarrea en nifios < de cinco afos, solamente después de
rotavirus (13).

El género Cryptosporidium spp constituido por diversas especies, puede causar
infeccion gastrointestinal en una amplia variedad de mamiferos, incluido el hombre. Esta
asociado a morbilidad y mortalidad significativas tanto en paises desarrollados como
subdesarrollados (14).

La forma infectiva de Cryptosporidium spp. es el ooquiste, estadio de resistencia del
parasito que permite la diseminacién de la infeccion, el cual mide entre 4.5 y 5.9 um de
diametro (Figura 1) y contiene en su interior 4 esporozoitos. Los esporozoitos son el estadio
gue participa en la adhesién e invasion de las células blanco (enterocitos), proceso mediado por
proteinas del complejo apical el cual se encuentra en uno de los extremos de cada esporozoito
(15). El didmetro reportado para los esporozoitos de Cryptosporidium spp. oscilan entre 3.8 -
5.2 um (16). La resistencia a condiciones adversas y a los tratamientos de potabilizacién del

agua permiten su diseminacién y persistencia en el ambiente (17).
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Figura 1. Ooquistes de Cryptosporidium spp. tefiidos
con Ziehl-Neelsen modificado (CDC, 2016)
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Ciclo de vida de Cryptosporidium spp

Una vez ingeridos los ooquistes, Cryptosporidium spp. no penetra profundamente en el citosol
de la célula huésped, sino que descansa sobre un pedestal de filamentos de actina que se
forman en las superficies apicales de las células epiteliales del intestino (18). Después se
produce un proceso denominado desenquistamiento, es decir, la apertura de la pared del
ooquiste a lo largo de una linea se rompe; esto permite que los cuatro esporozoitos sean
liberados para producir la invasion (19). El desenquistamiento es un proceso que se cumple
exclusivamente en pardsitos metabdlicamente activos y que involucra la accion de enzimas
parasitarias como la cistein proteinasa, cuya funcion es degradar moco, y en segundo lugar, la
accion de enzimas intestinales (20, 21). Los requerimientos necesarios para iniciar el
desenquistamiento incluyen cambios en la temperatura y el pH, sales biliares y accién de
proteasas. El contacto directo entre los ooquistes y el acido sidlico presente en la superficie de
las células intestinales también constituye un estimulo para el desenquistamiento (22).

Los esporozoitos liberados son moviles e invaden activamente a los enterocitos (12),
para iniciar el ciclo asexual de reproduccién (Figura 2). Los esporozoitos y todas las etapas
asexuales y sexuales enddgenas subsecuentes se desarrollan dentro de una vacuola
parasitéfora intracelular. Los esporozoitos se diferencian en trofozoitos esféricos y la division
nuclear da como resultado la produccién del estadio multinucleado de meronte. Los esquizontes
tipo | contienen de seis a ocho nucleos que maduran en merozoitos. Los merozoitos de los
esquizontes tipo | pueden infectar células vecinas y someterse a un ciclo de multiplicacién
asexual similar al descrito para la etapa de trofozoito, y producir progenie de merozoitos de tipo
I, o desarrollarse en un esquizonte de tipo Il. Cada esquizontes de tipo || maduro se desarrolla a
cuatro merozoitos de tipo Il los cuales inician el ciclo sexual (16).

En la multiplicacion sexual, los merozoitos individuales producen microgametos
(masculino) o macrogametos (femenino). La division nuclear en el microgameto conduce a la
produccion de numerosos microgametos que se liberan de la vacuola parasitéfora y cada
macrogameto es fertilizado por un microgameto.

El producto de la fertilizacion, el zigoto, se convierte en un ooquiste. El zigoto se
diferencia a ooquistes de pared delgada los cuales participan en el proceso de autoinfeccion,
sobre todo en personas con estrefiimiento; estos ooquistes de pared delgada maduran a

ooquistes de pared gruesa que son los que se excretan en las heces fecales como ooquistes
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completamente esporulados (cada uno de ellos con cuatro esporozoitos), los cuales seran
infecciosos para otros huéspedes susceptibles. En este ciclo de vida, tanto los merozoitos que
participan en la generacion de merontes tipo | (esquizontes tipo I) como la reinfeccion endégena
de los ooquistes de pared delgada aseguran un gran ndmero de ooquistes infecciosos (de

paredes gruesas) se excreten en las heces (16).

Criptosporidiosis

Las especies del género Cryptosporidium spp. son de distribucion cosmopolita. El principal
mecanismo de infeccién es la ingestion de ooquistes esporulados por contacto directo, ya sea
por la ingesta de agua o alimentos contaminados, también por la via indirecta (fémites) con el
hospedador. Este género presenta caracteristicas epidemiol6gicas particulares: la dosis
infectiva es baja (1 a 10 ooquistes), los ooquistes no requieren maduracion exdégena una vez
eliminados, presentan notable resistencia frente a condiciones adversas y se dispersan en el
ambiente con la consecuente contaminacion del agua destinada al consumo humano (23).

Afecta principalmente a nifios y personas inmunocomprometidas, los cuales,
generalmente presentan los signos y sintomas de la gastroenteritis aguda: diarrea, dolor
abdominal y en algunos casos vomito y fiebre (15).

Las principales manifestaciones clinicas de la criptosporidiosis en personas
inmunocomprometidas son las diarreas, en particular las diarreas son mas intensas y de mas
larga duracion. En personas desnutridas, sobre todo en nifios, las diarreas son particularmente
intensas y prolongadas. En individuos con inmunocompromiso reversible, la intensidad y
duracion de las diarreas dependen del grado de incompetencia del sistema inmunolégico (24).

El diagnéstico de criptosporidiosis intestinal se efectia mediante la busqueda e
identificacion de ooquistes en la materia fecal (15). Para la identificacion de los ooquistes al
microscopio optico, suelen utilizarse las técnicas de coloracion de Ziehl-Neelsen modificado
(tincion de kinyoun). También pueden emplearse tinciones para microscopia de fluorescencia.
En la actualidad se recurre a técnicas moleculares para identificar especies/genotipos de
Cryptosporidium spp. ya que las diferencias en los ooquistes son morfolégicamente
indistinguibles (19).

13
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Giardia intestinalis

Giardia intestinalis es un protozoario que ha sido estudiado desde hace 300 afios, fue
identificado por primera vez por Antony Van Leeuwenhoek. Es un protozoario flagelado del
phylum Sarcomastigophora, subphylum Mastigophora, agente causal de la giardiasis (25). Este
parasito se divide en ocho grupos genéticos, denominados ensamblajes que van de A-H. Los
ensambles A y B son los principales ensamblajes que pueden llegar a infectar a humanos (25),
aungue un informe reciente ha descrito infecciones humanas con ensamblaje E.

Las giardinas son proteinas producidas por Giardia intestinalis; hasta la fecha, nada en
la literatura indica la presencia de proteinas similares en citoesqueletos de otros tipos de
células. Estas proteinas se encuentran principalmente localizada en el disco ventral y en el
axostilo (26).

Ciclo de vida de Giardia intestinalis

Este protozoario posee varias caracteristicas particulares; el quiste tiene cuatro nucleos, lo que
después del proceso de desenquistamiento da lugar a cuatro trofozoitos (27). Los trofozoitos de
Giardia intestinalis se dividen por fision binaria y no invaden células epiteliales. Se mueven con
la ayuda de los flagelos (n=8) y se unen al epitelio mediante un disco ventral (28). El disco
ventral es esencial para la adhesion del parasito y es un importante factor de virulencia (7).
Varias proteinas asociadas al disco ventral han sido identificadas usando herramientas que
evaltan la funcion de las proteinas (7).

Los quistes se excretan en las heces y estos son el estadio infeccioso (29); los quistes
al salir pasan por las heces y pueden ser transmitidos de dos maneras, ya sea directa o
indirectamente. Estos quistes infecciosos pueden sobrevivir durante semanas o meses en el

suelo y el agua (4, 6).
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Giardiasis

La giardiasis se incluyé en el grupo de las enfermedades desatendidas a nivel mundial segun la
OMS en 2004 (4). Se encuentra en todo el mundo, con una prevalencia que oscila entre el 20 y
el 30% en el mundo en desarrollo y el 3-7% en las naciones industrializadas (30).

La mayoria de las infecciones por Giardia intestinalis en humanos resulta ser
asintomatica, mientras que otras se vuelven una enfermedad aguda o crbnica asociada a una
diarrea severa, ademas generando una mala absorcién en nutrientes y problemas en el peso.
Los principales factores de riesgo para que se manifieste la enfermedad es la capacidad del
estado inmune del huésped, edad, estado nutricional y que genotipo de la cepa sea (26).

Para el diagnéstico de la giardiasis es dificil ya que el cuadro clinico resulta ser
inespecifico y se asemeja a otras enfermedades gastrointestinales. Las caracteristicas clinicas
mas generales de esta enfermedad son nauseas, vémito, dolor de cabeza, flatulencias, y
pueden variar desde diarrea hasta estrefiimiento (31). Estos sintomas aparecen 6-15 dias
después de la infeccion (6).

La giardiasis es rutinariamente diagnosticada por el examen microscopico de heces,
endoscopia y los antecedentes epidemiolégicos (32).

Observacién microscopica de trofozoitos (en materia fecal acuosa mediante el examen
directo en fresco, con solucién salina y lugol) y quistes (en materia fecal sélida o semisoélida, se
utilizan examenes coproparasitoscopicos de concentracion por flotacién), estudios de baja
sensibilidad y alta especificidad. Si resultan negativos, se opta por ELISA para captura de
coproantigenos. Varios estudios han reportado especificidades de 87-100% y sensibilidades de
63—-100% y algunos falsos negativos, corroborados mediante técnicas basadas en la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR) para confirmar la presencia del parasito (33). Uno de los
genes mas utilizados para la caracterizacién genética de Giardia intestinalis es el gen de la B-
giardina que codifica para la proteina B-giardina presente Unicamente en el citoesqueleto de
Giardia intestinalis, en ningln otro parasito se presenta. La utilizacion del gen B-giardina sirve
para la caracterizacién genética de Giardia intestinalis y para evaluar la posible transmision
zoonotica del parasito.

Se ha reportado que en caso de una cooinfeccion de Giardia intestinalis con otras
infecciones bacterianas o virales, la infeccién por Giardia intestinalis puede manifestarse como
ulceras en la mucosa intestinal y es visto mediante endoscopia aunque suele ser una técnica

invasiva (32).

16



Hay varios medicamentos antigiardiales, como el Albendazol (compuestos de
bencimidazol) que actualmente se emplean para tratar la giardiasis (34). El cuadro basico de
medicamentos Instituto Mexicano del Seguro Social indica que para combatir a la giardiasis se

suministran diferentes dosis de antigiardiales como Metronidazol, Nitazoxanida y Tinidazol.
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Figura 3. Trofozoitos y quistes de Giardia intestinalis. (CDC,2016)
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Transicion parasitaria

La transicion parasitaria se relaciona en forma directa con las caracteristicas geogréaficas y
ecologicas especificas del lugar, tanto como las condiciones de saneamiento basico disponibles
y los factores socioecondmicos y culturales del pais. Asi mismo, la presencia del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) en algunas personas, las hace mas vulnerables a coinfeccién
y presentar complicaciones clinicas causadas por parasitos intestinales como Cryptosporidium
spp. (24).

Cada hospedero es diferente, y gracias a distintos mecanismos de defensa de cada
individuo, es limitado el dafio que ocasionan estos parasitos, a esto se le conoce como
tolerancia (genes de reparacion de tejidos y eliminacion de toxinas). La gran diferencia es que
la resistencia reduce el riesgo de infeccién y/o la tasa de replicacion del parasito en el
hospedero, mientras que la tolerancia no (35). A pesar de esto, existen factores de riesgo que
aumentan la posibilidad del desarrollo de la enfermedad.

Actualmente se desarrolla un proyecto sobre la caracterizacion de la respuesta inmune
de pacientes con criptosporidiosis en la Universidad de Sonora; para lo cual es de suma
importancia determinar que en los casos no exista coinfeccidon con otros agentes infecciosos;
siendo Giardia intestinalis un pardsito intestinal que produce en algunos pacientes sintomas
similares a los casos con Cryptosporidium spp. Es necesario determinar la presencia o no del

mismo en los casos de estudio.
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MATERIALES Y METODOS

Disefio del Estudio

Este es un estudio transversal descriptivo.

Criterios de Inclusion
Se analizaron las muestras de ADN total de heces de 38 pacientes con diagndstico etiolégico y
clinico de criptosporidiosis; edad y género indistinto. Es importante mencionar que la extraccién
de ADN (Anexo 1), asi como el estudio coproparasitoscopico (tincién de Kinyoun y lugol) se
realizaron previo a este trabajo (8).

Consideraciones Bioéticas
El protocolo de investigacién esta aprobado por los comités de ética de las instituciones
participantes: Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES) y Centro Médico Dr. Ignacio Chavez
(CMDICH). EIl consentimiento informado fue obtenido del tutor de cada participante infectado
con Cryptosporidium spp después de una clara explicacion de los objetivos de la investigacion
(Anexo 2).

Ampilificacion del Gen B-giardina de Giardia intestinalis mediante la Reaccién en

Cadena de la Polimerasa (PCR)
Se etiquetd un tubo como mezcla de reaccién para cada marcador molecular y se vacié en él
los reactivos por orden (Tabla 1). Se multiplicaron todos los reactivos por el total de muestras a
amplificar con objeto de que al realizar esta mezcla se vaciara la cantidad exacta de los
reactivos que conforman la mezcla de reaccién y sea la cantidad adecuada para que se pueda
llevar a cabo la amplificaciébn. Se prepararon los tubos controles, los tubos muestra y se
colocaron en el termociclador MyCycler™ (BIO RAD) se encendié y programd con las

condiciones especificas segun los iniciadores utilizados (36, 37) (Tabla 2) (8).
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Tabla 1. Mezcla de reaccién para la amplificacion del gen -

giardina de Giardia intestinalis

Mezcla / Reactivo Volumen

Agua | 37.25 pL

Amortiguador (10X) | 5.0 L

MgClz (25 mm) | 3.0 uL
Iniciadores
SSUrDNA 5 (10uM) | 1.3 pL
SSUIDNA 3 (10 uM) | 1.3 puL

dNTP’s (10mmol) 1uL

Taq polimerasa (5 U/ yL) | 0.15 uL

Muestra (ADN) | 1.0 pL

TOTAL | 50.0 pL

Tabla 2. Condiciones del termociclador para la amplificacion

del gen de B-giardina de Giardia intestinalis

Temperatura | Tiempo (segundos)
Inicial 95°C 300
94°C 30
35 ciclos 67°C 30
72°C 60
Final 72°C 300

Para amplificar una region polimérfica de ~809 pb del gen de la B-giardina se emplearon
los siguientes iniciadores: G7 y G759 (36). Para amplificar una regién intergénica del ADN de

los cuales amplifican un segmento de 780 pb respectivamente.
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G7 (FW) AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC

753 pb

G759 (RV) GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC

Tabla 3. Secuencia de los iniciadores utilizados en las
reacciones de PCR para la amplificacién del gen de B-

giardina de Giardia intestinalis.

Revelado Mediante Electroforesis de los Amplicones Productos de PCR

Se preparé el gel de agarosa al 1.2%. Para lo cual pesaron 0.36 g de agarosa y se disolvieron
en 30 mL de amortiguador TAE 1X con Sybersafe. Se calentaron los reactivos (Gel de agarosa
y Buffer TAE 1X con Sybersafe) dentro del microondas en un frasco de vidrio por 25 segundos,
se esperd a que enfriara y se dejo gelificar en el soporte para el gel. El gel se mont6 en la
camara de electroforesis y se agregd aproximadamente 300 mL de solucion TAE 1X. En el
primer pocillo del gel se agregaron 2 puL del marcador de pares de bases Tracklt™ 100 bp DNA
Ladder (invitrogen; EUA) mezclado con 2 puL de amortiguador de carga. Para los siguientes
siete pocillos se mezclaron 7 pL de amplicon y 2 yL de amortiguador de carga. Se realiz6 la
corrida electroforética con 100 volts por treinta minutos. Acabado el tiempo se escurri6 el gel y

se colocé en un fotodocumentador GelDoc™ XR+ (BIO RAD) para tomar la foto.
Analisis Estadistico

Para el analisis de resultados se determin6 el porcentaje de coinfeccién en pacientes con

criptosporidiosis en tablas del programa Excel (Tabla 4).
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CLAVE

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de nifios con criptosporidiosis

EDAD

SEXO ASPECTOS CLINICOS

9 afios

1 afio

4 afios

3 afios

1 afio

4 afios
6 afios

3 afios

3 afios

2 afos

3 afios

4 afios

7 afios
2 afios
2 afios
3 afios

2 afios
2 afios
5 afios

8 meses

7 meses

5 meses

VIH

Desnutricién severa
Gastroenteritis
Candidiasis oral
Sepsis

Desnutricién moderada
Gastroenteritis aguda
Neumonia
Enfermedad granulomatosa pulmonar
Deshidratacion
Gastroenteritis aguda
Desnutricién leve
Gastroenteritis aguda
Deshidratacion
Neumonia
Gastroenteritis aguda
Diarrea

Vémito
Gastroenteritis

Dolor Abdominal
Desnutricién crénica
Gastroenteritis aguda
Diarrea

Vémito

Fiebre

Diarrea

VIH

Desnutricion grado 111
Gastroenteritis
Neumonia

Diarrea

Candidiasis oral
Tuberculosis pulmonar
Herpes

Gastroenteritis aguda
Deshidratacion
Vémito

Diarrea

Dolor abdominal
Desnutricién crénica
Deshidratacion
Diarrea

Desnutricion Severa
Gastroenteritis aguda
Diarrea

Vémito

Hepatitis B
Hipotiroidismo

Qtitis aguda

Diarrea

Fiebre

Vémito

Desequilibrio hidroelectrolitico remitido
Deshidratacion severa
Gastroenteritis aguda
Diarrea

Doudenitis crénica severa Positivo
Colitis

Diarrea

Otitis aguda

Dolor abdominal
Nauseas

Dolor de cabeza

Diarrea crénica
Estrefiimiento

Diarrea

Dolor abdominal

Voémito

Flatulencias

Dolor decabeza y piernas
Sinusitis

Gastroenteritis
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EDAD ASPECTOS CLINICOS

5 afios Dispepsia

Dolor abdominal
Diarrea
Gastroenteritis aguda
Diarrea

Dolor abdominal
Vémito

Fiebre
Gastroenteritis aguda
Desnutricién severa
Deshidratacién moderada
Fiebre

Malestar general
Gastroenteritis aguda
Deshidratacion
Desnutricién leve
Diarrea

Vémito

Flatulencias
Tuberculosis pulmonar
Dolor abdominal
Flatulencias

Dolor abdominal
Nauseas
Vémito
Diarrea
Flatulencias
Desnutricién sever
Conguntivitis
Neumonia

Fiebre

Flatulencias
Hinchazén

Dolor abdominal
Nauseas

Voémito

Diarrea

Flatulencias
Gastroenteritis aguda
Diarrea

Dolor abdominal
Fiebre

Vémito

Flatulencias
Gastroenteritis aguda
Diarrea

Dolor abdominal
Fiebre

Dolor de cabeza
Gastroenteritis aguda
Fiebre

Voémito

Flatulencias

Infeccion en vias urinarias
Dolor abdominal

Fiebre
Dolor de cabeza

Voémito

Nauseas
Flatulencias
Dolor abdominal
Flatulencias

1 afio Gastroenteriris aguda
Desnutriciéon Severa
Epilepsia
Retinopatia

Dolor abdominal
Fiebre

Diarrea

1 afio

1 afio

1 afio

7 afios

3 afios

2 afos

1 afio

1 afio

8 afios

2 afios

Voémito
Flatulencias
2 afios -



RESULTADOS

Edad y Género de los Participantes

En este estudio se incluyeron 38 pacientes con criptosporidiosis que provenian de distintos
hospitales, el 76% de las muestras fueron del Hospital infantil del estado (HIES) ,17% del

Hospital Dr. Ignacio Chavez y 7% por médicos particulares; todos ellos < 9 afios de edad.

El 82% (31/38) de los nifios fueron < cuatro afios.

INTERVALO DE EDAD

7-9a mmmmm 4

5-6a mmmmm 3

3-4a e owwsam 9

1-2a oy ssy s sy sy peeer gy 17

-Om T 5

Grafica 1. Intervalo de edad de los participantes.

A= aflos M= meses

El 53% de los casos reclutados en el estudio son del sexo masculino (20/38)

GENERO

aF aM

WINIINNIIID 18
IR 20

Graéfica 2. Género de los participantes.

F=femenino M=masculino
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Principal cuadro clinico de los participantes

En este estudio se encontré a la gastroenteritis aguda como la principal manifestacion clinica en
el 82% (31/38) de los casos.

ASPECTOS CLINICOS

VIH |mm 2
E=mm b

Desnutricién

10

I 17
Candidiasis oral jm== 2

Neumonia

Diarrea 20

Dolor abdominal

_ 1
Fiebre === =—===— ()
Otitis aguda

Sin diagnostico s 4
Gréfica 3. Aspectos Clinicos de los participantes.
Confeccion con Giardia intestinalis

Para descartar la presencia de otro enteroparasito como agente causal de diarrea se busco la
presencia de Giardia intestinalis mediante PCR.

25



Figura 4. Productos de PCR del gen B-giardina de Giardia intestinales. Carril 1, marcador
molecular (pb); carril 2, control positivo de Giardia intestinalis; carril 3, muestra perro; carril 4,
paciente S14; carril 5, paciente S15; carril 6, paciente S16; carril 7, paciente S17; carril 8, control

negativo.
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DISCUSION

Los principales factores de riesgo de las infecciones parasitarias que estan expuestos los
pacientes son la edad, los malos habitos de higiene, la contaminacion de los alimentos y agua
potable, los cuales son puntos clave para la prevencion y control de estas infecciones.

En la mayoria de los reportes se menciona que la criptosporidiosis tiene un bajo
porcentaje de fiebre en los pacientes; en contraste a este estudio muestra que es alta la tasa de
pacientes que presentaron diarrea (77%), no es posible atribuirle a Cryptosporidum spp. el
causante de la misma, es importante mencionar que dentro de las limitantes del estudio es que
no se determind la presencia de virus (rotavirus), los cuales son mayormente asociados a
fiebre.

Segun las referencias bibliograficas que ayudaron para este estudio, se encontraron
escasos reportes del impacto de coinfeccion por protozoarios intestinales; la mayoria de los
autores discuten el impacto de la coinfeccién de los protozoarios y virus. En este estudio es
posible ver que no existié coinfeccion de Cryptosporidium con Giardia intestinalis, pero no cabe
duda que es de suma importancia su analisis para determinar si el cuadro clinico es
propiamente causado por Cryptosporidium spp.

Una de las posibles causas de que no existiera coinfeccion de Giardia intestinalis en
pacientes con criptosporidiosis se podria explicar debido a que algunos de estos pacientes
refirieron tratamiento antiparasitario que pudo eliminar a Giardia que es susceptible a estos
tratamientos convencionales (Metronidazol y Tinidazol); en contraste se ha descrito que

cryptosporidium no puede ser eliminado con estos antiparasitarios.
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CONCLUSION

Es necesario continuar con estudios epidemiolégicos que permitan determinar la principal
fuente de infeccién y/o ruta de transmision, asi como el riesgo de salud publica para los
pacientes con desnutricibn, ademas de conocer el o los agentes etiolégicos en casos de
gastroenteritis aguda, para poder brindar un tratamiento adecuado a los pacientes. Son de
suma importancia los estudios moleculares para un mayor entendimiento de las infecciones
parasitarias, descartar posibles coinfecciones, conocer las rutas de transmision de estos y asi
establecer mejores medidas de prevencion.

Se descarto la coinfeccion de Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp., a pesar de que
estos parasitos comparten un similar cuadro clinico en los pacientes con giardiasis vy

criptosporidiosis, afectando asi la salud de los pacientes.
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Anexo 1. Consentimiento Informado Presentado a los Tutores de los Pacientes

Participantes.

UNIVERSIDAD DE SONORA

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

“Caracterizacion molecular e inmunolégica de genotipos de Cryptosporidium spp.

en pacientes sintomaticos y asintomaticos”

DATOS GENERAILES.
1. NUMERO DE FOLIO:

Il IDENTIFICACION.

2. NOMBRE DEL PACIENTE:

(Apellido paterno, materno y nombre)

3. EDAD:
4. SEXO:
LUGAR DE RESIDENCIA (COLONIA):

11l INDICE DE NIVEL SOCIOECONOMICO.
6. NUMERO DE PERSONAS QUE HABITAN SUCASA:
7. NUOMERO DE CUARTOS EN LAVIVIENDA:
8. MATERIAL DE PISO DE LA VIVIENDA:
CON RECUBRIMIENTO (LOZETA, MOSAICO, MADERA) __ CEMENTO____ TIERRA___
9. AGUA POTABLE: ENTUBADA DENTRO____ ENTUBADA FUERA PIPA POZO__
OTROS:
10. ELIMINACION DE EXCRETAS: EXCUSADO CON DRENAJE__ _ FOSA SEPTICA___
LETRINA
OTROS:
11. ESCOLARIDAD:
12. CONTACTO CON ANIMALES:
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DOMESTICOS: PERROS__~  GATOS____  AVES____  ANIMALES DE TRASPATIO__
GRANJAS: GALLINAS____ CERDOS_____

13. SI LA RESPUESTA A LA PREGUNTA ANTERIOR ES AFIRMATIVA, ESPECIFIQUE
FRECUENCIA DE LIMPIEZA DE EXCRETAS:

14. PLAGAS EN LA VIVIENDA O COLONIA: RATAS CUCARACHAS MOSCAS
GARRAPATAS GUINAS CHINCHES MOSQUITOS GRILLOS
CORUCOS/GORGOJOS (HARINAS) OTROS (ESPECIFICAR)

15. LA VIVIENDA CUENTA CON MOSQUITERO: SI NO

HABITOS DE HIGIENE (MADRE O TUTOR).

16. SE LAVA LAS MANOS

a) ANTES DE COMER: SI__ NO__

b) ANTES DE PREPARAR LOS ALIMENTOS: SI__ NO___

c) DESPUES DE IRALBANO: SI___NO__

d) DESPUES DE ESTAR EN CONTACTO CON ANIMALES: SI___ NO___
17. PREPARA ALIMENTOS PARA CONSUMO FAMILIAR: SI___ NO___
18. CONSUME ALIMENTOS EN LA VIAPUBLICA: SI___ NO___ ENOCASIONES_
19. TOMA AGUA HERVIDA: SI___NO__

V. ANTECEDENTES PERSONALES PATOLOGICOS
20. ENFERMEDAD DIARREICA: SI___NO____
21. S| LA RESPUESTA A LA PREGUNTA ANTERIOR ES AFIRMATIVA ESPECIFIQUE:
a) NUMERO DE EVENTOS POR ANO:
b) FECHA DEL ULTIMO EPISODIO:
c) TIEMPO DE DURACION:
d) PRESENCIA DE MOCO Y SANGRE:
e) COMPLICACIONES (HOSPITALIZACION):
f) TRATAMIENTO:

Wil SITUACION ACTUAL
22. PESO:
23. TALLA:
24, FECHA DE LA ULTIMA DESPARASITACION:
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25. TRATAMIENTO: CULMINO: S
NO_
26. CUADRO CLINICO ACTUAL DE PROBLEMAS GASTROINTESTINALES:

(Tiempo de duracion, presencia de moco y sangre, complicaciones, hospitalizacién, tratamiento,

dolor abdominal, fiebre, dolor de cabeza, nduseas, vomito, flatulencias).
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Consentimiento informado para participar en un proyecto
“Caracterizacion molecular e inmunolégica de genotipos de Cryptosporidium spp.

en pacientes sintomaticos y asintomaticos”
Responsable del Proyecto: Dra. Olivia Valenzuela Antelo
Sede donde se realizara el estudio: Universidad de Sonora, Departamento de Ciencias Quimico

Biologicas

Nombre del padre o tutor (fecha):

Se le invita a participar en este estudio de investigacion. Antes de decidir si participa o no, debe
conocer y comprender cada uno de los siguientes apartados. Este proceso se conoce como
consentimiento informado. Siéntase con absoluta libertad para preguntar sobre cualquier
aspecto que le ayude a aclarar sus dudas al respecto.

Una vez que haya comprendido el estudio y si usted desea participar, entonces se le pedira que

firme esta forma de consentimiento, de la cual se le entregara una copia firmada y fechada.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO

En caso de aceptar participar en el estudio se le realizaran algunas preguntas sobre usted y su
hijo/a, habitos y antecedentes médicos, y sus respuestas seran incluidas en una base de datos
para su andlisis. Una vez que acepte patrticipar se le pedira que nos done 3 muestras de heces
y una muestra de suero de su hijo/a. Todos los procedimientos diagnosticos seran por parte de

la Universidad de Sonora y Usted sera informado de los resultados obtenidos.
RIESGOS ASOCIADOS CON EL ESTUDIO

Este estudio esta considerado como de bajo riesgo de acuerdo a la Ley General de Salud ya
gue solo implica la recoleccién de muestras de heces y suero, TOTALMENTE VOLUNTARIO.
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ACLARACIONES

* Su decision de participar en el estudio es completamente voluntaria.

* No habra ninguna consecuencia desfavorable para usted, en caso de no aceptar lainvitacion.
* Si decide participar en el estudio puede retirarse en el momento que lo desee, aun cuando el
Investigador responsable no se lo solicite, informando las razones de su decision, la cual sera
respetada en su integridad.

* No tendré que hacer gasto alguno durante el estudio.

* No recibira pago por su participacion.

* En el transcurso del estudio usted podra solicitar informacion actualizada sobre el mismo al
Investigador responsable.

» La informacion obtenida en este estudio, puede ser publicada en revistas cientificas de
impacto nacional o internacional; sin embargo, la identidad de los participantes en el estudio,

serda mantenida con estricta confidencialidad.

+ ES IMPORTANTE INFORMARLE QUE LA SECRETARIA DE SALUD DEL ESTADO ESTA
INFORMADA DEL DESARROLLO DE ESTE PROYECTO.

Si considera que no hay dudas ni preguntas acerca de su participacion, puede, si asi lo desea,

firmar esta Carta de Consentimiento Informado.

Dudas y/o aclaraciones:
Dra. Olivia Valenzuela Antelo. Email: valenzuela.o@gmail.com.
Teléfono: 2592163-2592164.
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