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SINTESIS

El protozoo Giardia lamblia, también conocido como Giardia duodenalis o Giardia intestinalis, es un parasito
del intestino delgado que puede causar alta morbilidad tanto en paises desarrollados como en los
subdesarrollados. La infeccion por G. lamblia es mas prevalente en nifios de 1 a 5 afios de edad, en especial
aquellos que asisten a circulos infantiles. Teniendo en cuenta la alta frecuencia que puede alcanzar la infeccion
por este protozoo en estas instituciones educacionales, y con la finalidad de comprender mejor el fenémeno de
la reinfeccidn, realizamos un estudio longitudinal sobre giardiasis durante 18 meses en tres circulos infantiles
de Ciudad de La Habana. Los resultados de este estudio nos permitieron describir un grupo de nifios con una
tendencia o "predisposicion” a la reinfeccion por Giardia lamblia’, ellos se encontraron infectados por G.
lamblia en tres 0 mas de los 4 cortes transversales realizados cada 6 meses, y se aprecid una mayor asociacion
con sintomas clinicos como las diarreas. Con el fin de conocer los factores de riesgo en estos nifios, decidimos
realizar un estudio de casos y controles, en el que se hall6 una mayor asociacion con el lavado incorrecto de
vegetales e ingestion de agua no hervida en los familiares de los nifios reinfectados con G. lamblia que en los
controles. Varios de los aislamientos de Giardia tomados de estos nifios fueron caracterizados biolégicamente
en un modelo animal (Meriones unguiculatus). Los roedores inoculados con los aislamientos procedentes de
nifios sintomaticos, los cuales estaban siempre o casi siempre positivos, se infectaron en mayor namero,
mostraron una mayor duracién de la infeccién y eliminaron un mayor nimero de quistes/g de heces, que los
animales inoculados con los aislamientos procedentes de nifios asintomaticos, y menos frecuentemente
reinfectados. Finalmente, 17 aislamientos de Giardia se caracterizaron genéticamente por la técnica del ADN
polimérfico amplificado al azar (RAPD) y se encontr6 una correlacién de cada grupo genético con los patrones
clinicos y epidemioldgicos encontrados previamente en el estudio longitudinal. Se hall6, ademas, un posible
marcador genético de patogenicidad con el cebador GI-3, el que identificd bien los aislamientos patogénicos.
Estos resultados nos sugieren desde el punto de vista biolégico y genético que las caracteristicas del parasito

desempefian un importante papel en la reinfeccion y en la compleja relacién huésped- parasito.
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Introduccion

CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes.

Las infecciones por parasitos intestinales constituyen ain un importante problema de salud, por sus
altas tasas de prevalencia y amplia distribucion mundial, sobre todo en las regiones tropicales y
subtropicales (Savioli ei al., 1992; WHO, 1992). Las tasas de prevalencia en la poblacion infantil en
todo el orbe no han cambiado mucho en las Ultimas décadas, a pesar de que han aumentado los
recursos terapéuticos eficaces y que muchos paises han establecido programas de control para las
parasitosis intestinales (Savioli ei al., 1992; WHO, 1990; WHO, 1992). Aunque la mortalidad por
parasitismo intestinal es baja, cada afio ocurren, por citar algunos ejemplos, hasta 100 mil muertes
debidas a amebiasis (Savioli et al, 1992; WHO, 1990; WHO, 1992) y cientos de miles por
helmintiasis, a escala mundial (WHO, 1990; Chan, 1997).

Los mas recientes estimados globales de prevalencia sefialan que mas de 2 000 millones de personas
estan afectadas por las helmintiasis a nivel mundial, de los cuales alrededor de 1450 millones de
personas estan infectadas por Ascaris lumbricoides, 1050 millones por Trichuris trichiura y 1 300
millones por ancylostomideos (Chan, 1997; Crompton, 1999; Montresor et al., 2002). La poblacién
infantil no es ajena a todo lo anterior, se valora que aporta el mayor nimero de infectados, segln los
calculos de la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1990, Savioli et al., 1992; WHO, 2002).
Algunos reportes han demostrado que estas infecciones persisten mas tiempo y son mas intensas en
los nifios, con efectos deletéreos tanto sobre el crecimiento y desarrollo, como sobre el aprendizaje

(Kvalsvig et al, 1991; Nokes etal, 1992; WHO, 2002).

Las infecciones por protozoos no se quedan a la zaga, pues se estima que 480 millones de personas
sufren de amebiosis (WHO, 1990) y aumentan los reportes de infecciones por protozoos intestinales,
como Giardia lamblia, Entamoeba histolytica, Cryptosporidinm spp.,

y Cyclospora cayetanensis, los que pueden causar diarreas autolimitadas en individuos
inmunocompetentes, como nifios y viajeros procedentes de zonas endémicas (Okhuysen, 2001; Jong,
2002). Los coccidios intestinales pueden producir, ademas, alteraciones graves que van desde la diarrea

cronica e intensa con malabsorcion, hasta los trastornos marcados del equilibrio hidromineral en
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pacientes inmunocomprometidos, como los afectados por el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), y en nifios desnutridos (Jong, 2002; Gendrel et al., 2003). Dentro de este Gltimo grupo de
parésitos intracelulares, C. cayetanensis ha cobrado importancia en maltiples brotes de transmisién
alimentaria en paises desarrollados como EEUU y Canadé (Eberhard y Arrowood, 2002), mientras que
Cryptosporidium ha sido identificado en varios grandes brotes de transmision hidrica, como el ocurrido
durante el afio 1993 en la ciudad de Milwaukee, en el estado de Wisconsin, que afectd un estimado de
403 mil personas, por la contaminacién del acueducto de la ciudad (Chappell y Okhuysen, 2002). Todo
esto ha llevado a que se aumente el interés en la epidemiologia y la prevencién de estas infecciones

emergentes (Lane y Lloyd. 2002; Leclerc et al., 2002).

El protozoo G. lamblia, también conocido como Giardia duodenalis o Giardia intestinalis, es un
parasito del intestino delgado que puede causar importante morbilidad tanto en paises desarrollados
como en los subdesarrollados, y que afecta principalmente a nifios, sobre todo en las edades de 1 a 5

afios (Ali y Hill, 2003).

La infeccion por G. lamblia es transmitida a través de la ingestion de agua o alimentos contaminados, y
de persona a persona, por lo que en instituciones cerradas como los circulos infantiles se puede presentar
un riesgo mayor de transmision. La giardiasis es considerada como la enfermedad intestinal producida
por protozoos mas frecuente en paises desarrollados y afecta un estimado de alrededor de 280 millones

de personas a nivel mundial (Lane y Lloyd, 2002; Ali y Hill, 2003).

En la actualidad, se considera a este protozoo como el principal agente patdgeno encontrado en los
brotes de transmisién hidrica que han ocurrido en algunos paises desarrollados, como Inglaterra y los
Estados Unidos. En este ultimo pais se calcula que provoca no menos de 5000 admisiones hospitalarias
al afio (WHO, 1992; Hill, 1993; Marshall, et al., 1997) y las tasas de prevalencia parecen tener una

tendencia al aumento (Kappus et al., 1994).

A pesar de que durante los ultimos tiempos se ha venido ganando en conciencia sobre la importancia
para la Salud Puablica de la infeccion por Giardia y de que ha aumentado el interés por las
investigaciones sobre este protozoo, existen ain muchas cuestiones que no han sido elucidadas

totalmente, como son el riesgo potencial de la transmisién zoondtica, ciertos mecanismos de
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patogenicidad, algunos procesos de reaccién del huésped frente a la infeccion, y la respuesta inmune.
Por otra parte, se continua la bisqueda de nuevos recursos terapéuticos para combatir y prevenir la

infeccion tanto en el hombre como en los animales (Minenoa y Avery, 2003).

La tasa de reinfeccion por G. lamblia son altas en zonas endémicas, por lo que la infeccién por este
protozoo, a diferencia de otras parasitosis intestinales, resulta muy dificil de controlar (Gilman et al.,
1988; Dorea et al., 1996). La variacion antigénica ha sido sefialada como un mecanismo del paréasito
para incrementar tanto la oportunidad de infeccion inicial exitosa como las frecuentes reinfecciones
(Nash, 1997). En instituciones como circulos infantiles, se ha llegado a considerar que la erradicacion de
la infeccion por G. lamblia en todos los nifios infectados no es conveniente, no sélo por el costo y los
posibles efectos colaterales de los farmacos a emplear; sino también debido a estas constantes tasas de

reinfeccién (Novotny et al., 1990; Furness et al., 2000).

Desde el punto de vista clinico, la mayoria de los individuos infectados con G. lamblia son
asintomaticos, sin embargo, otros pueden desarrollar manifestaciones clinicas, las que van desde
trastornos digestivos ligeros hasta diarrea cronica y malabsorcién intestinal (WHO, 1992; Hill, 1993;
Marshall, et al., 1997). Los factores involucrados en esta variabilidad clinica no son suficientemente
comprendidos y éstos pueden incluir tanto caracteristicas del hospedero como la virulencia de los
aislamientos de Giardia (Nash et al., 1987; Faubert,

2000).

Una gran heterogeneidad entre los aislamientos de G. lamblia ha sido demostrada por técnicas
bioguimicas. Esta variabilidad fenotipica confirmada, pudiera estar asociada a la existencia de una gran
heterogeneidad genética entre los aislamientos. Aungue no se ha encontrado una clara correlacion entre
las variaciones fenotipicas y las formas clinicas de presentacion, los estudios de caracterizacion
molecular pueden ser muy Utiles para un mejor conocimiento de la patogenicidad y la epidemiologia de

la giardiasis (Meloni et al., 1995; Guimaraes etal., 1999; Adam, 2001).

Entre los métodos moleculares, empleados para la caracterizacion de aislamientos de G. lamblia, el del
ADN polimoérfico amplificado al azar (RAPD) ha demostrado ser un instrumento valioso para estudios
epidemioldgicos (Deng y Cliver, 1999; Paintia et al., 1999). Este procedimiento es considerado una

herramienta rapida para el estudio molecular, y puede brindar informacion sobre la naturaleza y la
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extensién de la diversidad genética de una poblacién parasitaria en una localizacion determinada (Van
Belkum et al., 1993). Por otra parte, para el desarrollo de esta técnica, a diferencias de otros métodos de
caracterizacion gendmica, no se requiere del conocimiento previo de la secuencia del ADN de un gen
determinado; pues solo necesita el uso de oligonucle6tidos relativamente cortos con secuencias elegidas

al azar (Van Belkum et al., 1993; Singh, 1997; Guimaraes et al., 1999).

Los estudios realizados para la caracterizacion de aislamientos de G. lamblia con la técnica de RAPD,
han demostrado una gran heterogeneidad entre los aislamientos (Van Belkum et al., 1993; Sedinova et
al., 2003; Mohamed et al., 2004). Hasta el momento, sélo un estudio de RAPD ha tratado de buscar
infructuosamente alguna relacién entre la sintomatologia clinica y las agrupaciones genéticas (Rocha et

al., 2003).

En Cuba se ha demostrado que la infeccion por G. lamblia es muy prevalente en nifios de 1 a 5 afios de
edad, en especial aquellos que asisten a circulos infantiles, en los que las tasas de infeccion por este
protozoo pueden variar entre un 20 y 55 % (Gomez et al., 1999; Suérez et al., 1999; Mendoza et al.,
2001). Teniendo en cuenta la alta frecuencia que puede alcanzar la infeccidn por este protozoo en estas
instituciones educacionales, y con la finalidad de comprender mejor el fenémeno de la reinfeccion por
este protozoo en nifios de circulos infantiles realizamos el presente trabajo, para el cual nos planteamos

la siguiente hip6tesis de trabajo:

1.2. Hipotesis de trabajo.

"El comportamiento biolégico y las caracteristicas genéticas de los aislamientos de Giardia lamblia,
asi como factores de riesgo para la transmision, estan asociados con el fenémeno de la reinfeccion en

nifios de circulos infantiles Para demostrar esta hipétesis nos planteamos los siguientes objetivos:

1.3. Objetivos.

General:

Contribuir al conocimiento de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas de aislamientos de Giardia

lamblia obtenidos de nifios en circulos infantiles, asi como el estudio de los factores de riesgo asociados



Introduccion

a la reinfeccion con este parasito.

Especificos:

1. Determinar las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de la reinfeccion con G. lamblia en un grupo
de nifios de circulos infantiles.

2. Medir la asociacion de factores socioecondémicos e higiénicos con la transmision de la giardiasis en
nifios con tendencia a la reinfeccion por G. lamblia.

3. Conocer el comportamiento biol6gico en jerbillos (Meriones unguiculatus) de aislamientos de G.
lamblia, obtenidos de nifios con varios patrones clinicos y epidemioldgicos.

4. Caracterizar desde el punto de vista molecular los aislamientos de G. lamblia obtenidos de nifios con

varios patrones clinicos y epidemiol6gicos.

1.4 NOVEDAD CIENTIFICA

Se caracteriz6 por primera vez en Cuba, desde el punto de vista clinico y epidemioldgico, el fendbmeno
de la “predisposicion” o la tendencia a la reinfeccion por G. lamblia en un grupo de nifios de circulos

infantiles.

Se realiz6 un estudio de casos y controles sobre factores de riesgo (socioecondmicos y habitos
higiénicos), lo que permitié conocer por primera vez en nuestro pais, la importancia y contribucion de

los mismos en el fendmeno de la reinfeccion con G. lamblia.

Se correlacion6é por primera vez a nivel internacional, hallazgos clinicos y epidemiolégicos con el
comportamiento bioldgico de los aislamientos en un modelo animal (Meriones unguiculatus) \ lo que

permitié mostrar el papel del parasito en la produccion de la reinfeccidn en nuestro grupo de estudio.

Se realiz6 un estudio por RAPD del polimorfismo genético de los aislamientos de G. lamblia, y se
relaciond por primera vez en el &mbito internacional estos resultados con los patrones clinicos y

epidemioldgicos encontrados previamente en los nifios del estudio longitudinal.



Introduccion

Se encontré un posible marcador genético de patogenicidad en los aislamientos de G. lamblia cuyo

reporte se hace por primera vez en la literatura internacional.

1.5 VALOR TEORICO

El presente estudio permitié un mejor conocimiento de los factores relacionados con el fendbmeno de la
reinfeccion por G. lamblia en nifios que asisten a circulos infantiles. Ademas, se obtuvieron varios
aislamientos a partir de estos nifios con caracteristicas clinicas y epidemioldgicas definidas, lo que fue
por primera vez correlacionado con el comportamiento bioldgico y las caracteristicas moleculares del

paréasito.

1.6.VALOR PRACTICO

Todos los trabajos experimentales y de terreno de esta tesis fueron realizados en el Laboratorio de
Parasitismo Intestinal del Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” (IPK), y han servido para la
introduccion de nuevas tecnologias Gtiles tanto para la caracterizacion por primera vez en nuestro pais,
de los aislamientos de G. lamblia, como otros protozoos intestinales. Parte de estos trabajos han servido
para temas de tesis de médicos especialistas de primer grado en Microbiologia, y la Maestria en
Parasitologia. Los resultados incluidos en esta tesis se presentaron en 10 eventos cientificos nacionales e
internacionales y han sido publicados en un capitulo de libro, una revista nacional, y 4 revistas
extranjeras indexadas; de las cuales, tres son de alto impacto en el campo de la Parasitologia y la
Medicina Tropical. Ademas, una parte de estos trabajos contribuyeron a dos resultados relevantes
institucionales, un premio nacional de las Brigadas Técnicas Juveniles (BTJ), un premio en el concurso
nacional de trabajos cientificos de SLIPE (Sociedad Latinoamericana de Infectologia Pediatrica), y fue
considerado como destacado del Férum Provincial de Ciencia y Técnica. Por otra parte, los resultados de
este trabajo refuerzan y permiten mantener sobre sélidas bases cientificas, la recomendacion de no
suspender la asistencia a los circulos infantiles de los nifios infectados con G. lamblia, evitando al
mismo tiempo las ausencias innecesarias al trabajo de los padres o tutores de los mismos, lo que impide

las consabidas pérdidas econémicas, tanto para la economia familiar como la del pais.
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CAPITULO II. REVISION BIBLIOGRAFICA

11.1. Recuento histérico de la giardiasis.

Los estudios mas recientes han demostrado que este parasitismo afecta al hombre desde tiempos
prehistéricos (Ortega y Bonavia, 2003). Aunque durante mucho tiempo se pensé que era un comensal
humano, no es hasta los afios 60 que se comienza a conocer claramente que puede producir diarreas y
malabsorcion en el hombre (Cox, 2002 a). Giardia lamblia, también conocido como G. duodenalis o G.
intestinalis, fue el primer protozoo humano, visto en 1681 por el cientifico holandés Antonie Van
Leeuwenhoek, quien lo observd precisamente en sus propias heces diarreicas. Sin embargo, las

ilustraciones de Leeuwenhoek no fueron tan claras como las del profesor Vilém Lambi.

Este flagelado fue denominado inicialmente como Cercomonas intestinalis por Lambi en 1859; sin
embargo, el parasito recibié poca atencion hasta 1902, cuando el parasitélogo norteamericano Charles
Wardell Stiles comenzd a sospechar una relacion causal entre la infeccion por este flagelado y las
diarreas (Cox, 2002 a). La observacion de una posible relacién causal del flagelado con enfermedad
clinica, no se volvié a tener en cuenta, hasta el periodo de la Primera Guerra Mundial entre 1914 y 1918,
cuando se verifico que los quistes obtenidos de las heces de soldados con diarrea provocaban similares
sintomas cuando se les suministraban a animales de laboratorio. En 1921, Clifford Dobell sugiri6 que
Giardia podria ser un patdégeno y en 1926, Reginald Miller, un médico que trabajaba en Londres,
demostrd que algunos nifios infectados con el parasito sufrian de malabsorcion, mientras que otros eran
portadores no afectados. Sin embargo, no fue hasta 1954 que los estudios detallados del médico
norteamericano Robert Rendtorff demostraron evidencias firmes sobre la relacion entre este parasitismo
y enfermedad clinica. En los 300 afios transcurridos desde que fue descubierto por primera vez, este
protozoo ha comenzado a reconocerse con fuerza, como un parasito comdn y un patégeno potencial a
escala mundial; sin embargo, ain existen muchos aspectos desconocidos como el nimero de especies que
infectan a los humanos, y cual es el papel, si existiese, que juegan los huéspedes reservorios en la

epidemiologia de la infeccion (Cox, 2002 a).
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11.2. Taxonomia del protozoo Giardia lamblia.

La clasificacion taxonémica del protozoo Giardia ha sido un tema muy polémico en los Ultimos afios

debido entre otras a las siguientes razones:

1. Muchas de las primeras descripciones taxondmicas de Giardia spp., asumieron una diferente especie,

para cada huésped infectado y consecuentemente se sobreestimo el numero de especies.

2. Subsecuentemente se ha comprobado que las descripciones de especie basadas sélo en las diferencias
morfolOgicas detectadas por simple microscopia Optica, subestiman las diferencias entre aislamientos,
cepas, 0 especies.

3. Los experimentos de transmision cruzada de un huésped a otro han producido resultados

inconsistentes.

4. Las herramientas disponibles para distinguir los aislamientos de Giardia han sido insuficientes, hasta
la reciente introduccion de técnicas de Biologia Molecular y Microscopia Electronica para clasificar a

Giardia spp.

Existen dos fases morfolégicas o estadios de este protozoo: el trofozoito (forma vegetativa) cuyo habitat
es el intestino delgado, y el quiste (forma de resistencia) responsable de la transmision del parasito. Los
quistes son entre redondos u ovales y miden de 8 a 14 por 7 a 10 (im. Cada uno de ellos tiene cuatro
nacleos y contiene estructuras como axonemas y cuerpos medianos. Los flagelos, al igual que los

axonemas, estan enrollados (Beaver, 1984; Adam, 2001).

Los trofozoitos tienen simetria bilateral, miden de 10 a 20 (im de largo por 5 a 15 (im de ancho, y tienen
la forma de “una gota lagrimal” cuando son vistos en sentido dorsal o ventral. Son convexos en sentido
dorsal y presentan un disco adhesivo, concavo en su porcién ventral. Poseen cuatro pares de flagelos
dispuestos simétricamente. De ellos, dos son anterolaterales, y dos posterolaterales, dos ventrales y un
par caudal, los que tienen su origen en ocho cuerpos parabasales colocados simétricamente en la linea
media, a la altura del borde superior de los nucleos. Ademas, presentan dos axonemas y dos cuerpos
medianos. Los trofozoitos tienen dos nucleos que son idénticos, ambos ovoides y con el endosoma

central bien diferenciado (Beaver, 1984; Adam, 2001).
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Estos protozoos contienen cinco cromosomas y son poliploides. Algunas estructuras, tales como las
mitocondrias, el reticulo endoplasmico rugoso y los nucléolos no han sido identificadas, lo que conforma
la hipétesis de que este organismo es un eucariota primitivo (Adam, 2001; Upcroft y Upcroft, 1998). Su
metabolismo anaerobio similar al de los procariotas hace que sea sensible a algunos farmacos
antibacterianos especialmente los nitroimidazoles, los que son activados para formar radicales toxicos

(Upcroft y Upcroft, 1998).

Este flagelado fue denominado inicialmente como Cercomonas intestinalis por Lambi en 1859; sin
embargo, fue el parasitblogo norteamericano Charles Wardell Stiles, quien propuso en 1915 una
denominacion nueva, Giardia lamblia, en honor del profesor A. Giard de Paris, y del doctor F. Lambi de
Praga (Beaver, 1984; Adam, 2001). Durante varios afios se fueron describiendo alrededor de 40 especies
teniendo en cuenta solamente el tipo de huésped donde se encontraba. No fue hasta 1952, en que Filice
publicé una detallada descripcion morfolégica y propuso en realidad tres especies de Giardia basado en
las diferencias de los cuerpos medianos, que eran identificables por el microscopio optico.

Estas especies, segun Filice, son: Giardia agilis que presenta los cuerpos medianos en forma de lagrimas
y que es procedente de anfibios; Giardia muris, con los cuerpos medianos pequefios y redondeados, la
gue se encuentra en los roedores, aves y reptiles; y Giardia duodenalis (también Ilamada G. intestinalis o
G. lamblia), la que posee los cuerpos medianos con una forma similar a las orejas de un martillo, que son
mas frecuentemente encontrados dobles que simples, y que se aisla principalmente en los mamiferos

(Adam, 2001).

Existen dos especies adicionales que son indistinguibles de G. lamblia por el microscopio de luz: G.
ardeae (de garzas) y G. psittaci (de pericos), las que han sido identificadas a partir de las diferencias
morfoldgicas en el examen por el microscopio electronico. Otra especie, G. microti, ha sido descrita
sobre las bases de la especificidad de hospederos en ciertas especies de roedores (Microtus spp. y
Ondatra zibethicus), las diferencias entre los quistes por microscopia electrénica (Adam, 2001), y en las
secuencias de la pequefia subunidad ribosomal 18S cuando se comparé con G. lamblia de origen humano

(Van Keulen et al., 1998).
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El nombre de especie G. lamblia fue ampliamente aceptado hasta los afios 70, en los 80 se comenzé a
extender el uso del término de G. duodenalis y en los 90 el de G. intestinalis. En los momentos actuales
no existe una razon convincente para abandonar el uso del nombre de G. lamblia, el cual ha sido
ampliamente aceptado en la literatura biomédica. A pesar de eso, la Comision Internacional de

Nomenclatura Zooldgica esta revisando ain esta cuestion (Adam, 2001).

G. lamblia es un protozoo flagelado que ha sido ubicado taxonémicamente segun la clasificacion

ampliamente aceptada de Levine et al. (1980), como se refiere a continuacion:

12



Revisién Bibliografica

1. Reino: Protista.
2. Subreino: Protozoa.

3. Phyllum: Sarcomastigophora.
Protozoos que presentan un solo tipo de nucleo, reproduccion asexual, cuando existe, esencialmente

singamica. Poseen flagelos, seudpodos, 0 ambos tipos de organelas locomotrices.
4. Subphyllum: Mastigophora

Trofozoitos que poseen tipicamente uno o mas flagelos, reproduccion asexual, la que basicamente se

produce por fisién binaria longitudinal; en algunos grupos presentan reproduccién sexual.
5. Clase: Zoomastigophorea

Cloroplastos ausentes, uno o varios flagelos presentes, formas ameboides con o sin flagelos en algunos

grupos.
6. Orden: Diplomonadida

Con uno o dos cariomastigontes, cada uno, con uno o cuatro flagelos; al menos, uno de esos flagelos es
recurrente; con dos nucleos, sin mitocondrias o aparato de Golgi. Con quistes. Pueden ser parasitarias o

de vidas libres.
7. Familia: Hexamitidae.

De 6 a 8 flagelos, dos nucleos y algunas veces axostilos y cuerpos medianos o parabasales; presentan

simetria bilateral.
8. Género: Giardia.

Difieren de otros miembros de la familia Hexamitidae porque poseen un disco adhesivo, el que sirve

como una organela para la fijacion, en la superficie ventral del trofozoito.
9. Especie: lamblia.

Es la Gnica especie del género que ha sido descrita en humanos.

13
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En los ultimos tiempos la taxonomia de los protozoos parasitos del hombre ha sufrido importantes
modificaciones pues los flagelados que antes caian en un sélo phyllum: Sarcomastigophora, ahora se
dividieron en cuatro phylla: Parabasalia, Percolozoa, Euglenozoa y Metamonoda. La especie Giardia

lamblia cae precisamente es este ultimo phyllum (Cox, 2002 b).

11.3. Ciclo de vida.

El ciclo de vida esta compuesto de dos estados fundamentales: el quiste y el trofozoito. El quiste es la
forma infecciosa de este protozoo, relativamente inerte y resistente a los cambios ambientales, aunque
puede ser destruido por la desecacion y el calor. Sin embargo, es viable en agua fria hasta por 16 dias, y
es resistente a las concentraciones de cloro utilizadas habitualmente en los sistemas de acueductos

(Beaver, 1984; Adam, 1991).

Después de la ingestion, ocurre la exquistacién que comienza en el estomago y se completa en el
duodeno, como resultado de la exposicion al pH acido del estémago y a las enzimas pancreaticas
guimiotripsina y tripsina, se producen dos trofozoitos (estado vegetativo) de cada quiste. Los trofozoitos
se replican en las criptas del duodeno y en la porcidn superior del yeyuno, y se reproducen asexualmente
por fisidn binaria o biparticién. Algunos de los trofozoitos pueden enquistarse en el ileon, posiblemente
como resultado de la exposicion a sales biliares 0 a la ausencia de elementos nutritivos como el

colesterol (Beaver, 1984; Adam, 1991).
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Figura 1. Esquema del ciclo de vida de Giardia lamblia.

Las infecciones experimentales han demostrado que la infeccion puede establecerse con indculos tan
pequefios como un trofozoito 6 10 quistes. Los quistes han aparecido en las heces entre 5 y 41 dias
posteriores a la infeccion experimental, y entre 2 y 3 semanas en viajeros que retoman de areas

endémicas (Adam, 2001).

11.4. Epidemiologia.

Este es uno de los protozoos mas comunes del hombre a nivel mundial. Estudios realizados en algunos
paises subdesarrollados han verificado que a la edad de 3 afios todos los nifios han sido infectados en esas
poblaciones (Farthing, 1996; Ortega y Adam, 1997; Procop,

2001).

La infeccion con este protozoo, estd emergiendo como una de las principales causas de diarrea infecciosa

no viral, en nifios que asisten a circulos infantiles, lo que ha llevado a considerarlo como una enfermedad

15



Revision Bibliogréfica

infecciosa reemergente (Thompson, 2000). Las condiciones en este tipo de instituciones son ideales para
la transmision por este parasito, al existir una cantidad de nifios susceptibles concentrados en un area

donde es dificil mantener condiciones adecuadas de higiene (Thompson, 2000).

En paises desarrollados, aunque la infeccion ocurre menos frecuentemente, constituye un importante
problema para la salud publica. En los Estados Unidos, por ejemplo, donde la prevalencia de infeccion
parece estar incrementandose, ésta es la principal causa de brotes de enfermedad diarreica asociados con
agua potable y es responsable de un estimado minimo de 5 000 admisiones hospitalarias al afio (Kappus

et al., 1994; Furness et al., 2000).

En Cuba, la prevalencia de la infeccion por G. lamblia se ha estimado en un 7,2 %, segln la encuesta
nacional de 1984, aplicada en una muestra representativa de la poblacién cubana (Sanjurjo et al., 1984).
Otro estudio posterior desarrollado en los Estados Unidos, demostrd en ese pais una idéntica tasa de
prevalencia (Kappus et al., 1994). En el estudio cubano de 1984, se encontr6 una prevalencia superior en
las edades de 1 a 5 afios con un 22,6 % (Sanjurjo et al., 1984), muy similar a los resultados encontrados
en varias encuestas de poblacion realizadas en otros paises (Kappus et al., 1994; Furness et al., 2000).
Diferentes investigaciones desarrolladas en Cuba han sefialado que casi un 20 % de los nifios cubanos

que asisten a circulos infantiles estan infectados por G. lamblia (Suarez et al., 1999, Gomez et al, 1999).

En paises subdesarrollados, los factores de riesgo para adquirir la infeccién no estan siempre bien
definidos. Las infecciones ocurren mas frecuentemente en nifios que en adultos, con especial énfasis en
los preescolares, aunque no esta claro aun si esto es debido a una mayor exposicion a la parasitosis en la
nifiez temprana o al desarrollo de inmunidad en la nifiez mas tardia, después de repetidas exposiciones.
(WHO, 1990; Procop, 2001).

En los paises desarrollados los factores de riesgo para la infeccién incluyen el pertenecer al grupo de 1 a
4 afios de edad, asistir a guarderias infantiles, ingerir agua no filtrada, viajar a paises donde la infeccién
es altamente endémica, las practicas de sexo oral-anal, y la presencia de ciertos trastornos inmunitarios,
como la hipogammaglobulinemia (Farthing, 1996; Ortega y Adam, 1997; Okhuysen, 2001). Los lactantes

parecen estar mas protegidos, y esto pudiera deberse al efecto de la lactancia materna o a una menor
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probabilidad de ingerir quistes en estas edades (Farthing, 1996; Faubert, 2000; Tellez et al., 2003).

La infeccion por Giardia puede ser transmitida por el agua o los alimentos, y la via fecal- oral se puede
complementar de persona a persona. Las frutas, vegetales (Robertson y Gjerde, 2001) y el agua (Marshall
et al., 1997) son los vehiculos principales de la transmision. Sin embargo, poco se conoce acerca de la
importancia relativa de las diferentes rutas de la infeccion (Ortega y Adam, 1997). Se ha sefialado la
importancia de algunos fomites entre los que se incluyen hasta los juguetes (Smalheiser, 2004) y algunos
vectores mecanicos como las moscas, los que pueden tener particular importancia en los mecanismos de

diseminacion de los quistes (Graczyk et al., 2003).

Organismos similares a Giardia se encuentran en una gran variedad de animales. En estudios
experimentales, varias especies de animales han sido infectadas con aislamientos de este protozoo
obtenidos de humanos y otras especies de animales. Este protozoo se encuentra en animales domésticos
como gatos y perros, asi como en una variedad de animales silvestres como los castores, que han sido
implicados en brotes de transmision hidrica; sin embargo, no esta claro si los humanos pueden ser
infectados con aislamientos de Giardia procedentes de animales. Aunque el potencial zoonético de la
giardiasis ha sido sostenido por estudios de transmision cruzada entre los humanos y animales, un
analisis mas minucioso de estos estudios revela varias limitaciones en las metodologias utilizadas. Por
otra parte estudios genético-moleculares mas recientes han demostrado una considerable diversidad

genética entre los aislamientos de la misma especie de Giardia
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sugiriendo que estas especies son de hecho complejos de especies y que algunos de estas nuevas especies
pueden ser huésped-especificas (Monis y Thompson, 2003). La identificacion de animales reservorios
puede tener importantes implicaciones para el control de la transmision de Giardia (Thompson, 2000;

Procop, 2001; Traub et al., 2002).

I1.5. Control y prevencion.

Los esfuerzos de la salud publica para controlar la infeccion por Giardia se han visto obstaculizados por
la existencia de lagunas en los conocimientos acerca de la biologia, la historia natural, la ecologia y la
transmision del microorganismo; asi como los factores de riesgo en diferentes condiciones, y las

respuestas clinicas e inmunitarias de la infeccion en el hospedero humano (WHO, 1990; Procop, 2001).

Es probable que el empleo de una sola medida de control no sea completamente efectivo en la prevencion
y el control de la infeccion. La estrategia basica para el control de la transmision de Giardia se basa en
prevenir o reducir la exposicion a las heces infectivas. Los métodos para llevar esto a cabo pueden ser
sofisticados o simples, y deben ser adaptados a las situaciones locales. En algunos paises desarrollados,
la infeccion y la enfermedad han sido asociados a brotes de transmision hidrica, en grupos de riesgo
relativamente bien descritos. Sin embargo, aun en estos paises, la mayoria de las infecciones son mas
bien esporadicas que asociadas a brotes, y casi siempre el origen de la infeccion es desconocido. Las
infecciones por Giardia asociadas con los acueductos pueden ser prevenidas por el empleo de sistemas
apropiados de filtracion y tratamiento, y con una buena proteccion de los sitios de coleccion y deposito

(Farthing, 1996; Ortega y Adam, 1997; Procop, 2001).

El lavado de las manos, la buena higiene personal, el uso de letrinas y de sistemas adecuados para el
deposito de las excretas son algunas de las principales medidas

recomendadas. Hay que tener en cuenta que, en zonas endémicas, el papel de la transmision persona

a persona puede ser muy importante y las medidas de control deben ir dirigidas a interrumpir este
ciclo de transmision. Son muy importantes la educacion sanitaria para promover la higiene personal,

el suministro de agua potable segura y la efectiva deposicion de excretas. La importancia de los

18



Revision Bibliografica

animales reservorios no esta clara aun y se necesitan todavia mas investigaciones al respecto (Ortega

y Adam, 1997; Procop, 2001).

Existen algunas evidencias clinicas y epidemioldgicas que muestran la existencia de inmunidad
adquirida, y se han encontrado algunas fracciones antigénicas en las proteinas superficiales de
Giardia, asociadas con el desarrollo de inmunidad (Faubert, 2000; Larocque et al., 2003). Por lo
tanto, serd necesario un mejor conocimiento de la inmunidad intestinal en general, y de la inmunidad

especifica contra Giardia antes de poder encontrar una posible inmunizacién eficaz (Faubert, 2000).

11.6. Patogenia y fisiopatologia.

En los casos sintomaticos, se ha observado aplanamiento de las microvellosidades, infiltracion
linfocitica y malabsorcion. En ocasiones, este acortamiento de las microvellosidades recuerda al de la
enfermedad celiaca, sobre todo en individuos con hipogammaglobulinemia; sin embargo, no se ha
observado invasion histica y a veces se ve un gran nimero de trofozoitos en las criptas duodenales

sin evidencias de trastornos patoldgicos (Farthing, 1996; Ortega y Adam, 1997; Procop, 2001).

La presencia de una toxina no ha sido bien y consistentemente demostrada hasta la fecha, y son

pocos los mecanismos potenciales identificados a través de los cuales el protozoo pueda causar

diarrea. Sin embargo, investigaciones recientes han demostrado la presencia de sustancias citopaticas

en los productos de excrecion y secrecion del parasito (Shant et al.,

2002) ; dentro de las cuales se han identificado glicoproteinas (Kaur et al., 2001)

proteinasas (Jimenez et al, 2000) y lectinas (Souza et al., 2001; Weiland et al., 2003), las que pueden

causar dafio directo sobre la mucosa intestinal.

Otros mecanismos propuestos incluyen disrupcion del borde en cepillo y procesos inmunopatoldgicos,
ademas de que se plantea la interferencia mecanica por efecto de tapizado, que pueden producir los

trofozoitos adheridos al duodeno, acompafiados de la inflamacién consecuente (Hill, 1993; Farthing,

19



Revision Bibliogréafica

1996; Ortega y Adam, 1997; Procop, 2001). Se ha demostrado la presencia de una glicoproteina
localizada en la superficie de los trofozoitos de G. lamblia, asi como que la misma induce
experimentalmente la acumulacion de fluido en las asas ileales ligadas de conejos (Kaur et al., 2001).
La giardiasis provoca una malabsorcién de electrolitos y fluidos asociada con una afectacion del borde
en cepillo y una disminucidn del area de absorcion, por lo que la diarrea asociada con esta parasitosis
causa mas bien, una malabsorcion en vez de una secrecion activa (Buret et al., 1992). El dafio del
borde en cepillo de las microvellosidades y la disminucion de la actividad de las disacaridasas pueden
Ilevar a incrementar las cantidades de disacaridos en la luz intestinal y causar diarrea osmotica (Nain

etal., 1991).

El papel protector de la microflora puede estar relacionado con la competencia por sustratos
nutricionales, la competencia especifica por sitios receptores en la mucosa intestinal, la produccion de
compuestos antimicrobianos y metabolicos que inhiben el crecimiento de microorganismos patégenos,
y la amplificacion de la respuesta inmune (Perez et al., 2001). Las diferencias en la flora normal del
huésped pudieran explicar parcialmente la capacidad del paréasito para provocar cuadros clinicos

variables en los hospederos (Singer y Nash, 2000 b; Torres et al., 2000).
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11.7. Inmunologia.

La respuesta inmunitaria desempefia un importante papel para el control de la infeccién por G. lamblia
(Langford et al., 2002). Al menos, 20 polipéptidos con un rango de peso molecular que va de 14 a 125
kDa han sido identificados a partir de extractos crudos de trofozoitos. Varios estudios han reportado que
el polipéptido de 82 kDa es el antigeno mayor de superficie en los trofozoitos (Faubert, 2000). Algunos
factores parecen predisponer a la infeccion por G. lamblia, dentro de ellos podemos citar la
hipogammaglobulinemia, pues los pacientes afectados por estos trastornos inmunitarios parecen tener
una mas alta incidencia de giardiasis y secuelas mas severas, particularmente aquellos con déficit en la

produccion de IgA (Langford et al., 2002; Faubert, 2000).

Los aislamientos de diferentes areas geograficas tienen semejanzas antigénicas. Los antigenos de quistes
detectados en heces humanas tienen pesos moleculares que varian entre 21 y 49 kDa. Otras moléculas
producidas por el protozoo son las proteinas de choque térmico (heat shock proteins), las lectinas, las

giardinas, las tubulinas y las quitinas (Faubert, 2000; Souza et al., 2001).

La variacién antigénica ocurre en la giardiosis y ha sido reportada tanto in vivo como in vitro. Los
antigenos variables de superficie han sido localizados en la membrana superficial de los trofozoitos; la

mayoria de ellos tienen una estructura con abundantes residuos de cisteina (Faubert, 2000).

En la inmunidad adquirida, ambas vertientes del sistema inmunoldgico, la humoral y la celular, tienen
una destacada funcién para el control de la infeccion. Los anticuerpos IgM, IgA e IgG especificos
cumplen un papel tan destacado como el de las células T (Singer y Nash, 2000 a), los macr6fagos y los
neutrdfilos. Los componentes accesorios del sistema inmunoldgico, tales como el complemento, son de

gran utilidad (Faubert, 2000). Diferentes
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estudios clinicos experimentales indican la importancia en general de la inmunidad dependiente de las
células B; se ha demostrado que las inmunoglobulinas del tipo de la IgA son muy importantes para el
control y eliminacion de la infeccion (Eckmann y Gillin, 2001; Langfrod et al., 2002), dentro de este
altimo grupo la inmunoglobulina IgA secretora, tiene un papel central en la defensa contra Giardia

(Eckmann, 2003).

Aunque los mecanismos dependientes de las células T también existen y pueden contribuir a la
erradicacion del parasito, su importancia fisioldgica aun no es satisfactoriamente comprendida
(Eckmann. 2003). Pocos estudios se han desarrollado para averiguar el papel de las citoguinas; sin
embargo, trabajos experimentales muy recientes han demostrado el importante papel de la interleuquina-
6 para el control de la giardiasis en modelos experimentales (Scott et al., 2000; Ali y Hill, 2003; Bienz et
al., 2003; Zhou et al., 2003). Se ha sugerido que los antigenos de excrecién-secrecion de Giardia
estimulan una respuesta preferencial de tipo Th2, la cual estd probablemente envuelta en algunas de las
alteraciones intestinales asociadas con la giardiasis y en los mecanismos de control de la infeccion a nivel

de mucosas (Jimenez et al., 2004).

La resistencia adquirida frente a la giardiosis ha sido bien documentada sélo en modelos animales. Se ha
reportado que Giardia puede deprimir el sistema inmunolégico de los hospederos infectados. La
infeccion es mas severa en las personas afectadas por hipogammaglobulinemia. Sin embargo, la
infeccion no es mas severa en los pacientes afectados por otros agentes infecciosos que pueden deprimir

el sistema inmunoldgico, como los afectados por el SIDA (Faubert, 2000).

La sensibilidad de los ensayos seroldgicos para detectar anticuerpos contra Giardia es baja, aun cuando

se utiliza el suero de pacientes con casos clinicos probados (Faubert, 2000).

11.8. Caracteristicas clinicas de la infeccion en el hombre.

La infeccion en el hombre tiene una evolucion clinica variable, que va desde la infeccion asintomatica, la

mayoria de las veces, hasta la diarrea severa. Esto parece estar relacionado tanto con factores del
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hospedero como del agente biolégico. El periodo de incubacion después de la ingestion de quistes es
variable y puede ser tan corto como una o dos semanas. (Hill, 1993; Farthing, 1996; Ortega y Adam,

1997; Procop, 2001).

Los signos y sintomas de la enfermedad son dificiles de distinguir de los de otras enfermedades
gastrointestinales. La infeccion no siempre produce diarrea. De hecho, otros sintomas digestivos como
los dolores abdominales y los célicos pueden ocurrir mas frecuentemente que la diarrea (Beaver et al.,

1984; Adam, 1991, Aparicio Tijeras et al., 2004).

Giardia es reconocida como una causa de rapida pérdida de peso y malabsorcién de grasas, y puede
presentarse o mismo en forma crénica, que en forma aguda. Se ha descrito incluso que la afeccién de las
funciones pancreaticas pudiera ser una causa de severa malabsorcién en giardiasis (Carroccio et al.,
1997). Diferentes estudios han encontrado los niveles de algunos oligoelementos como el hierro sérico,
el zinc (Ertan et al., 2002; Demirci et al., 2003) y el magnesio (Olivares et al., 2003; Kilic et al., 2004)
significativamente mas bajos en pacientes infectados con Giardia que en controles, lo que pudiera

deberse a la malabsorcion que se produce en la giardiasis (Demirci et al., 2003; Olivares et al., 2003).

Entre los sintomas digestivos mas comunes estan la diarrea, los célicos o dolores abdominales, nduseas,
meteorismo y disminucion del apetito. En los pacientes con hipogammaglobulinemia, la enfermedad
puede ser mas grave, con tendencia marcada a la cronicidad y a la malabsorcién. Esto es mas evidente en
las personas con deficiencias de la IgA secretora. También se ha sefialado la deficiencia subclinica de
lactasa que puede llevar a una intolerancia de la lactosa, que pudiera persistir ain un tiempo después de
la erradicacién del parasito (Hill, 1993; Farthing, 1996; Ortega y Adam, 1997; Procop, 2001).

Se ha reportado la asociacion con enfermedad de Whipple lo que pudiera ser posible en estos casos por
un defecto comin del sistema inmune, o que la infeccién con un tipo de microorganismo pueda
predisponer a la infeccién con el otro (Fenollar et al., 2003). También se ha sefialado, pero con baja

frecuencia, la enfermedad biliar (Hill, 1993; Farthing, 1996).

Este parasitismo se ha visto muy relacionado con trastornos del crecimiento y desarrollo en los nifios;

algunos estudios han mostrado que la infeccion por G. lamblia tiene un impacto adverso sobre el
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crecimiento de los nifios (Farthing el al., 1986; Valencia et al., 1995; Muniz-Junqueira y Queir6z, 2002;
Sackey et al., 2003) mientras que otros no mostraron relacion entre la infeccion por G. lamblia y
trastornos nutricionales (Adam, 1991; Lunn et al., 1999; Moya-Camarena. 2002). Algunos autores
postulan que las infecciones asociadas con malnutricion en las edades tempranas de la vida pudieran traer
como consecuencia, alteraciones en la esfera cognoscitiva en etapas mas tardias de la nifiez (Berkman et
al., 2002; Niehaus et al., 2002). De todas formas, numerosas investigaciones se acometen para elucidar
estos ultimos aspectos, debido a que en ocasiones se hace muy dificil evaluar los efectos de la infeccion
por este flagelado sobre el crecimiento, el estado nutricional y su influencia en la esfera cognoscitiva en
nifios, a causa de la existencia de varios factores, como la presencia de multiples patégenos que pudieran

explicar estas diferencias en el crecimiento.

Algunas manifestaciones extraintestinales inusuales han sido descritas y se han involucrado mecanismos
inmunoalérgicos para explicar su patogénesis. Dentro de éstas se sefialan la urticaria, la artritis reactiva, y
hasta raros casos de bronquitis y retinitis alérgica (Tupchong et al., 1999; Faubert, 2000; Procop. 2001;
Hill Gaston 2003). Otros cuadros mas raros como son la miopatia por hipocaliemia también han sido

asociados a la infeccion por G. lamblia (Cervell6 y Alfaro, 1993).

11.9. Diagnostico.

Aungue el examen microscépico de las heces es el método mas practico y efectivo para establecer la
presencia de la infeccion en el hombre, la eliminacion de quistes puede ser intermitente, lo que pudiera
llevar a falsos negativos. Por esta razdn, es importante la realizacion de examenes seriados con el fin de

aumentar la sensibilidad (Hill, 1993; Farthing, 1996; Ortega y Adam, 1997; Procop, 2001).

El examen microscépico de las heces consume tiempo y requiere muchas veces de buena calificacion y
experiencia del personal que realiza el diagndstico; los quistes y trofozoitos de Giardia se pueden
observar en frotis himedos directos o con coloraciones permanentes. En ocasiones se ha descrito la

presencia de quistes retraidos que pierden su estructura normal y toman una coloracién anormalmente
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azulosa o grisacea hialina con la coloracion de Lugol. EI empleo de métodos parasitoldgicos de
concentraciéon como el método de Ritchie (formol-éter/acetato de etilo) o el de Faust (sulfato de zinc)
aumenta considerablemente la sensibilidad del examen parasitoldgico; sin embargo, el uso de
procedimientos de preservacion de las heces con formalina pudiera afectar la flotabilidad de los quistes
en algunas técnicas parasitoldgicas como la de concentracion por sacarosa (Moitinho et al., 1999). La
ingestion de algunas sustancias tales como bario, antiacidos, laxantes oleosos y enemas, pueden dificultar

los examenes de heces (Hill, 1993; Farthing, 1996; Ortega y Adam, 1997; Procop, 2001).

En casos de alta sospecha clinica, en los que los exdmenes seriados sean negativos, se puede examinar el
contenido duodenal por sondaje o intubacién directa, por visualizacién endoscopica, por biopsias o por el
empleo menos invasivo de la capsula del Entero-Test® (cuerda de Beal). Algunas técnicas de anticuerpos
fluorescentes y ensayos inmunoenzimaticos sobre fase sélida han sido desarrollados para la deteccion de
antigenos de Giardia en heces, como el que emplea anticuerpos contra el antigeno GSA-65 de G. lamblia

(Azis et al., 2001). Estos han demostrado una sensibilidad y especificidad
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comparables a los exdmenes microscopicos de alta calidad, y consumen menos tiempo cuando un gran
nimero de muestras tienen que ser analizadas. Es bueno aclarar que, hasta el momento, estos ensayos
comerciales son caros y los reactivos son dificiles de conseguir, sobre todo en paises subdesarrollados

(Hill, 1993; Farthing, 1996; Ortega y Adam, 1997; Procop, 2001).

Una gran variedad de nuevas tecnologias ha mostrado ser prometedoras en evaluaciones recientes. Por
ejemplo, se han desarrollado varios métodos para la extraccion de los acidos nucleicos de los quistes, y
varias pruebas de reaccion en cadena de la polimerasa con el uso de adecuados cebadores, los que
permiten detectar la infeccion y determinar el biotipo de Giardia tanto en heces como en agua (Guy et
al., 2003). Sin embargo, el uso habitual de estas técnicas ha sido generalmente limitado en algunos paises
desarrollados para la deteccion del protozoo en estudios de parasitologia ambiental, y en especifico para

la busqueda del parésito en aguas de consumo (Mank y Zaat, 2001).

1110. Tratamiento.

Un gran namero de farmacos han sido empleados para los pacientes sintomaticos, por su accion directa
contra el parasito. Los 5-nitroimidazoles son las drogas de eleccidon. Algunos productos de este grupo
tales como el tinidazol y el secnidazol se han utilizado en dosis Unica, pero en ciertos paises como en los
EE.UU., estos medicamentos no se consiguen, por no haber sido aprobado aln su uso por las agencias

reguladoras (Farthing, 1996; Ortega y Adam, 1997).

Algunos compuestos antihelminticos del grupo de los benzoimidazoles, como el mebendazol, fueron
ensayados con resultados prometedores al principio, pero los estudios posteriores demostraron una baja
eficacia (Gardner y Hill, 2001). Otros estudios preliminares sefialaron una buena eficacia in vitro del
antihelmintico albendazol, pero en ensayos clinicos posteriores se llego a la conclusion de que su eficacia
es inferior a la de las drogas antigiardiasicas clasicas (Gardner y Hill, 2001). Analogos del albendazol y
el mebendazol han sido sintetizados y probados in vitro contra G. lamblia y los resultados indican que
algunos de estos compuestos son tan activos como el metronidazol contra G. lamblia. (Navarrete-

Véazquez et al., 2003). Otros compuestos de este grupo, como el fenbendazol, ha tenido buenos
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resultados en ensayos preliminares con modelos animales (O’Handley et al., 1997; Zajac et al., 1998;

Keith et al., 2003); sin embargo, su eficacia en humanos no ha sido ain bien evaluada.

La quinacrina, que fue uno de los primeros farmacos efectivos para el tratamiento, se ha dejado de usar
en algunos paises por las reacciones secundarias que puede producir en determinados pacientes (Gardner
y Hill, 2001). El tratamiento de los nifios asintomaticos es controversial. Aunque generalmente se
recomienda no tratar estos casos, en ciertas ocasiones se recomienda basado en consideraciones de salud
publica, como pudiera ser el control de brotes de giardiasis en guarderias infantiles, cuando otras medidas
preventivas no son efectivas, o para prevenir la infeccion en los convivientes con un alto riesgo de

enfermedad severa.

En la siguiente tabla se reflejan algunos de los principales farmacos utilizados en el tratamiento de la

giardiosis, asi como sus dosis mas recomendadas tanto en pacientes adultos como en nifios.

Tablal. Farmacos utilizados en el tratamiento de la giardiosis, y dosis mas recomendadas.

Farmaco Dosis del Adulto Dosis pediatrica

Metronidazol 250 mg 3 v/dia X 5 dias 15 mg/kg. en 3 dosis X 5 dias
Clorhidrato de quinacrina 100 mg 3 v/dia X 5 dias 6 mg/kg. en 3 dosis X 5 dias
Tinidazol 2 gr. una vez 50 mg/kg. Una vez (méx. 2 gr.)
Furazolidona 100 mg 4 v/dia X 7-10 dias 6 mg/kg. 4 dosis X 7-10 dias
Paromomicina 25-30 mg/kg./dia X 7 dias 25-30 mg/kg./dia X 7 dias
Secnidazol 2 gr. dosis Unica oral. 30 mg/kg. /dia. Una dosis oral.
Albendazol 400 mg/dia X 5 dias

15 mg/Kg/dia (sin pasar de 400 mg) X
5 dias
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Otros productos como la cloroquina, pirimetamina, mefloquina, rifampicina, azitromicina, algunas
tetraciclinas como la doxiciclina, la menadiona y compuestos derivados de los fenil-carbamatos han
sido ensayados in vitro y han demostrado algun grado de actividad (Gardner y Hill, 2001; Jimenez-
Cardoso et al., 2003; Paget et al., 2004). Segln nuestra experiencia en un ensayo clinico reciente, la

cloroguina mostré una actividad similar al tinidazol y superior al albendazol (Escobedo et al, 2003).

En los Gltimos tiempos se ha aprobado el registro para uso en humanos de otros nuevos farmacos,
dentro de los cuales resalta la nitazoxanida, un derivado nitrotiazolico, que ha mostrado una buena
efectividad in vitro (Adagu et al., 2002), y ha sido utilizado con éxito en varios ensayos clinicos
(Rossignol, et al., 2002; Diaz et al., 2003). Este farmaco fue aprobado recientemente en los Estados
Unidos de Norteamérica por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA), para ser utilizado en
nifios con diarreas infectados con Giardia o Cryptosporidium (Anénimo, 2003 a; Anénimo, 2003 b).
Ademas del tratamiento con farmacos sintéticos que tienen una mostrada efectividad contra la infeccion
por este flagelado, existen otras opciones terapéuticas potenciales las que incluyen una combinacion de
intervenciones nutricionales y fitoterapia (Hawrelak, 2003). Este enfoque es considerado util por algunos
autores, sobre todo si se tiene en cuenta el riesgo de efectos colaterales de algunos medicamentos, y la
posible emergencia de cepas resistentes a diferentes farmacos, como el metronidazol (Upcroft y Upcroft,

2001).

Los principales objetivos de una intervencion nutricional serian reducir la sintomatologia aguda de la
enfermedad, promover las defensas del hospedero humano, e inhibir el crecimiento y la replicacién del
parasito. Esto pudiera lograrse mediante el consumo de germen de trigo (Grant et al., 2001) y una dieta
de alimentos ricos en fibras (Hawrelak,

2003) , pero bajos en grasas y en carbohidratos simples. La ingestion adicional de probidticos pudiera
ayudar en la eliminacién de la infeccidn, al interferir en el crecimiento de la infeccion por Giardia a
través de diferentes mecanismos que incluyen la competencia por los sitios limitados de adherencia
(Fuller y Gibson, 1997) y con nutrientes como la glucosa (Vanderhoof y Young, 1998), los que pudieran
ser utilizados por otros patégenos (Vanderhoof y Young, 1998); ademas de la estimulacién de la

respuesta inmune (Heller y Duchmann, 2003; Schultz et al., 2003). Finalmente, el consumo de algunos
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productos fitoterapéuticos pudiera ser muy Util, sobre todos los que no tienen importantes efectos
nocivos o toxicos, y los que han sido usadas tradicionalmente para mejorar los sintomas y eliminar la

infeccion (Hawrelak, 2003).

En la actualidad contindan los estudios, tanto con productos de origen vegetal como sintéticos con el fin
de buscar medicamentos cada vez mas eficaces, con pocas reacciones colaterales y que puedan, si es
posible, ser efectivos en dosis Unicas (Harris et al., 2001; Jarroll y Sener, 2003). Los nuevos avances
tecnolégicos que se aplican en este campo incluyen el disefio computadorizado de nuevos productos
sintéticos combinado con el desarrollo de la sintesis quimica de los mismos; y el empleo de técnicas
masivas para la evaluacion preclinica, lo que acelerara tanto la investigacion futura para la basqueda de
nuevos y mejores productos antigiardiasicos, como el conocimiento de la enfermedad (Minenoa y Avery,

2003).

1111. Estudios genéticos en G. lamblia.

Las herramientas de clasificacion molecular han sido de gran valor en el estudio de la infeccion por G.
lamblia, al permitir un mejor conocimiento del potencial zoonético, estudiando un amplio rango de
aislamientos de Giardia obtenidos en seres humanos y una gran variedad de otros mamiferos (Adam,
2001); por otra parte los estudios realizados y los que se desarrollen en el futuro, ayudaran a la mejor

compresion de los mecanismos de la patogénesis para este tipo de infeccion parasitaria (Adam, 2001).

Los estudios primeros que se realizaron en G. lamblia, con el analisis de los zimodemos, demostraron
diferencias entre los aislamientos, lo que podria estar reflejando diferencias en las secuencias de los
genes que codificaban esas enzimas. El primer estudio, de biologia molecular en G. lamblia se realizd
en 1985, con el andlisis del polimorfismo de los fragmentos de ADN digeridos con enzimas de
restriccion en 15 aislamientos del protozoo (Nash et al., 1985). Posteriormente se han desarrollado otros
estudios de clasificacion molecular usando el analisis del polimorfismo de los fragmentos obtenidos por
digestion con endonucleasas de restriccion (De Jonckheere et al., 1990; Ey et al., 1992; Ey et al., 1993

a; Eyetal., 1993 b; Ey et al., 1996; Homan et al., 1992).
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La electroforesis de ADN en gel de campo pulsado (PFGE) y los patrones cromosémicos también han
sido estudiados (Adam et al., 1998; Campbell et al., 1990; Isaac-Renton et al., 1993; Korman et al.,
1992; Sarafis e Isaac-Renton, 1993), pero son de limitado valor para la clasificacion por la frecuente
ocurrencia de reajustes en la disposicion de los cromosomas (Le Blancq et al., 1991; Adam, 1992). Para
permitir una comparacion mas cuantitativa de los aislamientos de Giardia, en varios estudios se han

comparado la secuencia de los genes de la pequefia subunidad 18S del ARN ribosomal, las enzima
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triosafosfato isomerasa (tim), y el glutamato deshidrogenasa (GDH) (Baruch et al., 1996; Ey et al.,
1997; Monis et al., 1996; Monis et al., 1998; Monis et al., 1999). Esto ha permitido la clasificacion de
los aislamientos en diferentes genotipos cuya clasificacion ha ido cambiando de acuerdo a los diferentes

autores (Mayrhofer et al., 1995; Hopkins et al., 1997; Homan et al., 1998; Adam, 2001).

1112, Técnica de ADN polimérfico amplificado al azar (RAPD).

La técnica de RAPD fue desarrollada por primera vez en el afio 1990 (Williams et al., 1990). Constituye
una herramienta rapida para el estudio molecular que puede brindar informacion sobre la naturaleza y la
extension de la diversidad genética de una poblacién parasitaria en una localizacién determinada (Van

Belkum et al., 1993).

Esta técnica tiene la ventaja sobre otros métodos moleculares, generalmente empleadas para la
caracterizacion genémica, que no requiere conocimiento previo de la secuencia del ADN, y soélo
requiere el uso de oligonucledtidos relativamente cortos con secuencias elegidas al azar; mientras que
los otros métodos se basan en el conocimiento previo de una secuencia de un gen determinado, el cual
sera amplificado (Van Belkum et al., 1993). Por otra parte, la técnica de RAPD requiere pocas
cantidades de ADN, y no necesita de clonacidn, secuenciacion o hibridacién, lo que la coloca en ventaja
con respecto a otras técnicas moleculares de caracterizacion gendmica; es decir que en el método del
RAPD el polimorfismo es detectado a partir de patrones de amplificacion del ADN, gue no son mas que

marcadores andnimos (Singh, 1997; Guimaraes et al., 1999).

Entre los métodos moleculares usados para caracterizar los aislamientos de Giardia el RAPD ha
demostrado ser una herramienta valiosa para estudios epidemioldgicos (Singh, 1997; Deng y Cliver,
1999; Paintia et al, 1999). Todos los estudios previos realizados para la caracterizacion de aislamientos
de G. lamblia por la técnica de RAPD, detectan una amplia diversidad genética o heterogeneidad, entre

las cepas o aislamientos (Van Belkum et
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al., 1993; Morgan et al., 1996; McRoberts et al., 1996; Mohamed et al., 2004; Sedinova et al., 2004).

Uno de los estudios de RAPD realizados con aislamientos de Giardia, se desarrollé con el objetivo
fundamental de buscar métodos méas eficaces de extraccion del ADN a partir de los trofozoitos del
paréasito (Deng y Cliver, 1999); sin embargo, la mayoria de los estudios se han hecho con el fin de buscar
marcadores genéticos que puedan ser Utiles para definir cepas, o para estudios genealégicos (Mohamed
et al., 2004; Sedinova et al., 2004). Hasta el momento muy pocos estudios han tratado de buscar
infructuosamente alguna relacion entre la sintomatologia clinica y las agrupaciones genéticas (Rocha et

al., 2003).
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CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Estudio longitudinal en tres circulos infantiles de la Ciudad de La Habana.

I11.1.1. Poblacion estudiada

En este estudio descriptivo fueron seleccionados al azar tres circulos infantiles (CI) de los 380 existentes
en la Ciudad de La Habana. Los circulos seleccionados fueron “Amiguitos de Polonia” y “Barquito de
Papel” ambos ubicados en el municipio Plaza, y el circulo infantil “Amiguitos de Piong Yang”,

perteneciente al municipio de La Lisa.

Para este estudio solo se incluyeron aquellos nifios cuyos padres o tutores aceptaron participar
voluntariamente. Una autorizacion escrita fue obtenida de las madres, padres o tutores de los nifios y de
los directores de cada CIl, antes de comenzar el estudio. Para eso se confeccion6 un modelo de
consentimiento informado (Anexo 1). Al finalizar el estudio se le aplicé una encuesta a cada nifio, la que

fue llenada por los médicos de los circuios y dos miembros del equipo de investigadores (Anexo 2).

Los nifios que tenian 4 afios de edad o menos, fueron seguidos durante un periodo de 18 meses,
completando el estudio un total de 365. Aquellos nifios que por varias razones fallaron en suministrar
todas las muestras de heces requeridas fueron excluidos del estudio, ellos fueron menos de un 10 % de
los enrolados inicialmente en la investigacion.

Los principales sintomas recogidos en los ultimos 6 meses fueron obtenidos de las historias clinicas de
los CI. El estado nutricional de cada nifio fue determinado empleando los parametros de edad, peso y
talla, de acuerdo con las tablas nacionales para crecimiento y desarrollo en los nifios cubanos (Jordan,
1988). El protocolo fue revisado y aprobado por la comision cientifica especializada y fue justificado
desde el punto de vista ético al cumplir con los criterios de la Declaracion de Helsinki (World Medical
Association, 2000) y los expuestos en las guias operacionales para los Comités de Etica que revisan

investigacion biomédica (WHO, 2000).
111.1.2. Analisis de las muestras de heces

Durante los 18 meses de duracién de la investigacion los nifios fueron estudiados parasitolégicamente
cada 6 meses mediante la toma de tres muestras de heces, en tres dias alternos, durante una semana,

hasta completar cada uno de los cuatro cortes transversales.
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Las muestras se recogieron en frascos plasticos etiquetados, sin preservantes, y transportadas al
laboratorio dentro de las cuatro horas después de recogidas; ellas fueron examinadas por los métodos de
examen directo con eosina y lugol, y la técnica de concentracion de formalina-éter para la bisqueda de
quistes o trofozoitos de G. lamblia (Garcia y Bruckner, 1993). Todos los nifios que se encontraron
infectados fueron tratados por los médicos de asistencia en cada Cl. EI metronidazol (Khaw y Panosian,
1995) fue usado para tratar la infeccion por G. lamblia, a la dosis de 15-22,5 mg/kg peso corporal por
dia, dividido en tres subdosis, durante 10 dias (Gardner y Hill, 2001). En todos los casos se colectaron
tres muestras de heces posteriores al tratamiento para verificar la curacion durante la primera semana

después de concluido el tratamiento.

111.1.3. Definiciones

En cada corte transversal del estudio, la prevalencia y la incidencia fueron expresadas como porcentajes
y definidas de acuerdo con Margolis et al. (1982) revisado por Bush et al. (1997). La prevalencia fue
definida como el nimero de nifios infectados con Giardia dividido por el nimero de nifios examinados
en cada corte transversal. La incidencia fue definida como el nimero de nuevos casos de nifios que se
encuentran infectados con Giardia en cada corte transversal dividido por el nimero de nifios no
infectados (negativos a la infeccion por Giardia) en el corte transversal previo. La tasa de reinfeccion
fue definida como el porcentaje de aquellos nifios infectados con Giardia en el corte transversal

previo, que aunque tratados, fueron encontrados nuevamente infectados en el siguiente corte

transversal.

La diarrea fue definida como la eliminacion de tres o mas deposiciones liquidas en 24 horas. Para esto
también se tuvo en cuenta los criterios de los padres y tutores o del personal que atendia los nifios en
cada circulo infantil. Un episodio diarreico se definié convencionalmente como aquel que comenz6
con un periodo de 24 horas en que reunié los criterios de diarrea y que finaliz6 el Gltimo dia con
diarrea, seguido por un periodo de al menos dos dias consecutivos sin cumplir con la definicion de
diarrea; el primer dia subsiguiente con diarrea fue considerado como un nuevo episodio de diarrea. En
cada ClI, el médico de atencion fue informado cuando un nifio no asistio al circulo por algun episodio
de diarrea, y el doctor visito las casas de esos nifios, para determinar las posibles razones de su
ausencia por enfermedad. En cada caso el episodio de diarrea fue recogido, en la historia clinica de

cada nifo.
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111.1.4. Variables estudiadas.

Las variables relacionadas con sintomas y signos, fueron concebidas sobre la base del cuadro clinico
referido por la literatura médica como posible para giardiasis (Hill. 1993; Farthing, 1996; Ortega y
Adam, 1997; Procop, 2001). Los sintomas principales recogidos fueron: diarreas, dolor abdominal y
reacciones alérgicas; dentro de estas ultimas se consideré la presencia de urticaria y rinitis alérgica.
Para aceptar dichas variables en la investigacion se revisaron las historias clinicas durante los Gltimos
6 meses del estudio, como complemento del cuestionario realizado. La definicion de los sintomas y
signos se hizo de acuerdo a la definicion de los criterios semioldgicos clésicos (Llanio et al., 1991).
La otra variable considerada fue la cantidad de cortes transversales en que cada nifio fue encontrado
positivo a la infeccién por G. lamblia. Para eso se tuvo en cuenta que en cada momento el nifio fuera

positivo, en alguno de los tres examenes seriados recogidos.

I11.2. Estudio de factores de riesgo en nifios con tendencia a la reinfeccion con Giardia lamblia y

en los controles.

Teniendo en cuenta los resultados previamente obtenidos en el estudio longitudinal de 18 meses de
duracion, donde encontramos un grupo de nifios con tendencia o predisposicion a la reinfeccion con G.
lamblia, los que presentaron una mayor asociacion con sintomas clinicos como las diarreas, decidimos
estudiar las caracteristicas sociales y factores ambientales que pudieran estar asociados con esa mayor
susceptibilidad a la giardiasis en estos nifios. Para cumplir los objetivos propuestos se realiz6 en la

poblacion estudiada, otro estudio observacional, retrospectivo y analitico de casos y controles.

111.2.1. Seleccion de los casos y los controles

Se consider6 como caso, cada nifio que se encontr6 infectado con G. lamblia en 3 0 mas cortes
transversales del estudio longitudinal. Por cada caso se estudiaron como controles todos los nifios del
mismo circulo infantil, grado, y sexo, que hubieran sido negativos a la infeccion durante todo el estudio.
En la mayoria de los casos se seleccionaron 2 controles por cada caso. Un modelo de consentimiento
informado para la aceptacién de los padres o tutores de cada nifio, fue llenado antes de la inclusion en el
estudio, tanto para los casos como los controles (Anexo 3). La relacion casos controles encontrada fue de

1:1,8.

36



Materiales y Métodos

111.2.2. Definicion de las variables de estudio y técnicas de recoleccion de la informacion

En las encuestas realizadas a casos y controles se manejaron distintos tipos de categorias tales como
nombre y apellidos de los nifios seleccionados, asi como su direccion particular, para que sirvieran de
elementos localizadores de los mismos. Otras categorias fueron concebidas como variables para
procesamiento y analisis estadistico. Estas constituyeron dos grupos; factores socioeconémicos y la
presencia de determinados habitos higiénicos considerados como posibles favorecedores del riesgo de
exposicion, los que fueron estudiados tanto en las familias de los casos como en los controles.

Dentro de las caracteristicas socioeconémicas se estudio el grado de hacinamiento en las viviendas,
considerando en esta variable s6lo los casos en que dormian mas de dos personas por dormitorio; y el
indice de personas por cama, donde se considerd s6lo cuando dormia mas de una persona por cama,
siempre y cuando no fuera una unién conyugal. La carencia de ciertos equipos electrodomésticos,
tales como refrigerador, radio, televisor y al menos 2 ventiladores, fueron otras de las variables
estudiadas. Finalmente, se estudid el grado de escolaridad del padre y de la madre, asi como el

ingreso promedio por persona en el nicleo familiar de cada vivienda expresado en pesos cubanos.

Entre los habitos higiénicos que estudiamos tanto en las familias de los nifios predispuestos a la
giardiasis como en sus controles, seleccionamos el lavado de manos antes de comer y después de
defecar, el lavado de vegetales, asi como el habito de hervir el agua de beber. Se consideré el lavado
de los vegetales correcto, cuando se lavaban las verduras por hojas y no por mazos, y se utilizé el
lavado debajo de un chorro de agua, en vez de su introduccion en recipientes. Se indagd sobre el
habito de hervir el agua tanto por cuestionario como verificando la presencia de incrustaciones de

sales de magnesia en el recipiente que se usaba habitualmente para hervir el agua.

Para la obtencion de la informacién relacionada con las variables estudiadas se disefié un modelo de
cuestionario previamente empleado por nuestro grupo en otras investigaciones similares (Lépez et
al., 1993) el cual fue sometido a la opinién de expertos, los que emitieron criterios sobre su claridad,
sensibilidad para posibles modificaciones, factibilidad de recoger datos, la presencia de componentes
claramente definidos y suposiciones basicas justificables e intuitivamente razonables. Una vez que se
efectuaron las modificaciones pertinentes se procedié a su aplicacion a una muestra de la familia de
15 nifios de circulos infantiles no incluidos en la poblacién objetivo para valorar la compresion de los
items. En la casa de cada nifio, se encuesto a la familia, preferiblemente madres o abuelas, y se
complet6 una ficha familiar de saneamiento (Anexo 4). Las encuestas fueron llenadas activamente

por dos miembros del equipo de investigadores, los que también aplicaron técnicas de observacion en
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el terreno para corroborar los datos obtenidos en los encuestados.
111.3. Obtencion de los aislamientos de Giardia lamblia en nifios con diferentes comportamientos

clinico-epidemioldgicos y su cultivo axénico.

Con el objetivo de obtener una coleccidn de aislamientos para realizar la caracterizacion biolégica y
molecular al final del estudio longitudinal, se realizo el aislamiento de los parasitos mediante la
desenquistacion con la utilizacion del jerbillo de Mongolia (Meriones unguiculatus) como modelo
animal, siguiendo la metodologia descrita por Wallis y Wallis (1986). Los roedores fueron infectados
con cantidades entre 1 y 2 x 10" quistes/animal y como medio de cultivo se utiliz6 el de TYI-S-33
suplementado con bilis (Keister, 1983) (Anexo 5). Se logré el aislamiento y el cultivo axénico del
parésito en 17 casos. Después de lograr el cultivo axénico los aislamientos fueron criopreservados en
dimetil sulfoxido (DMSO) al 10 % en agua destilada, y mantenidos en nitrégeno liquido (Diamond,

1995) hasta su estudio posterior (Anexo 5).

Los aislamientos fueron nombrados como C y nimero de acuerdo con los intentos de obtencion. Todos
fueron obtenidos de los nifios en el estudio longitudinal desarrollado previamente en los 3 circulos
infantiles de Ciudad de La Habana. Se tomaron algunas caracteristicas clinicas y epidemioldgicas en los

pacientes de los que procedian los aislamientos (Anexo 6).

111.4. Caracterizacion bioldgica de aislamientos en jerbillos (Meriones unguiculatus).

Con el objetivo de conocer el comportamiento bioldgico de algunos de los aislamientos y
correlacionarlo con los hallazgos clinicos y epidemioldgicos previos, desarrollamos un estudio para
caracterizar la infeccion en jerbillos de Mongolia (M. unguiculatus) como modelo experimental. Los
animales usados en los experimentos fueron ejemplares machos aparentemente sanos, de 6 a 10 semanas
de nacido, obtenidos en el Centro de Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB) en La
Habana, Cuba. Para asegurarse de que los animales estuvieran libres de toda infeccion por protozoos,
fueron tratados por via oral con 60 mg de metronidazol 10 dias antes del experimento y fueron
chequeados por el método de centrifugacién con formalina-éter (Garcia y Bruckner, 1993). Ellos fueron

colocados en cajas individuales con alimentos y agua suministrados ad libitum.

Para la cuantificacion de los quistes eliminados los animales fueron colocados en cajas limpias
individuales por 2 horas para recolectar las heces y procesarlas en bisqueda de quistes de G. lamblia por

la técnica de flotacién con sacarosa (Belosevic y Faubert, 1983). EI nimero de quistes/g de heces
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eliminados por cada animal, fue calculado diariamente por conteo en cdmara de Newbauer durante todos

los dias que dur6 el experimento.

Se escogieron siete aislamientos de trofozoitos de G. lamblia, los que fueron seleccionados de acuerdo a
las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas registradas en los nifios en los cuales se aislaron. Todos
estos aislamientos habian sido criopreservados previamente en dimetil sulfoxido al 10 %. Los tubos con
los parésitos criopreservados fueron descongelados y se realizé s6lo un pase de los cultivos axénicos
para impedir seleccion artificial in vitro (Andrews et al., 1992). De los 7 aislamientos que se usaron para
este experimento, dos procedian de nifios que fueron siempre positivos (++++), otro de un nifio que fue
positivo 3 veces (+++), otros tres de nifios que fueron positivos dos veces (++), y uno habia sido positivo

s6lo una vez (+).

El experimento fue disefiado para estudiar los patrones de infeccion en los jerbillos de Mongolia
(Meriones unguiculatus) inoculados con 7 aislamientos humanos de Giardia. Para ello se seleccionaron
siete grupos de jerbillos (10-15 machos en cada grupo) de 6 a 10 semanas de edad, mas 3 animales como
controles por cada grupo. Los jerbillos recibieron por via oral una dosis de 2x10° trofozoitos en 0,3 mi

de solucion tampon.

Los animales fueron monitoreados diariamente para conocer y contabilizar la presencia de quistes en sus
heces desde el primer dia posterior de la infeccién (PI) hasta una semana después del ultimo dia en que
fueron encontrados negativos. Todos los jerbillos fueron sacrificados después del dia 40 PI, y los

primeros 10 cm. del intestino delgado fueron examinados en busqueda de trofozoitos por raspado.
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I11.5. Caracterizacion del polimorfismo genético de 17 aislamientos de Giardia lamblia.

111.5.1. Origen y caracterizacion de los aislamientos de G. lamblia.

Para el presente estudio se usaron los diecisiete aislamientos de G. lamblia que habian sido recolectados
en nifios de circulos infantiles; ocho de ellos fueron obtenidos de nifios sintomaticos que habian sido
positivos para la infeccién por G. lamblia en 3 6 4 cortes transversales (+++ ¢ ++++), cuatro fueron
obtenidos de nifios asintomaticos que se infectaron en dos cortes trasversales (++), y otros cinco se
aislaron de nifios asintomaticos que se encontraron infectados por G. lamblia en sélo un corte transversal
(+). Los tubos con los aislamientos previamente criopreservados fueron descongelados y los parasitos

mantenidos en el medio de cultivo axénico TYI-S-33 (Keister, 1983).

111.5.2. Extraccion del ADN.

Para la extraccion del ADN se utiliz6 la metodologia establecida previamente (Deng y Cliver, 1999).
Los trofozoitos de G. lamblia obtenidos tan pronto se obtuvo el cultivo en fase exponencial del
crecimiento, con una cantidad de aproximadamente 2x10°, fueron lavados en solucion tampén. Después
fueron centrifugados a 8000 g por 10 min a 4 °C. El sedimento fue resuspendido en 300 jaL de solucién
tampon de lisis (tris-HCI 20mM, pH 8,25; EDTA 25 mM, NaCl 25 mM, SDS al 1%) y esa suspension
fue incubada con 100 I_ig/mL de proteinasa K (Boehringer Mannheim, Germany) por 2 h a 56°C. Los
acidos nucleicos fueron extraidos con igual volumen de una mezcla de fenol-cloroformo- alcohol
isoamilico (25:24:1) y con cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) con sus respectivas centrifugaciones a
8000 g por 10 min a 4 °C. EI ADN fue precipitado al afiadir dos volimenes de etanol absoluto
conteniendo acetato de sodio 3 M y colocado a -20°C por 30 min. EI ADN gendmico precipitado fue
centrifugado a 10 000 g por 20 min. El sedimento de ADN fue lavado en etanol al 70%. Después de
secado al aire, el ADN fue disuelto en 50 (iL de tampdn TE (tris-HCI 1 mM, pH 8.0; EDTA ImM, pH
8,0). EI ARN remanente fue eliminado con ARNasa H (Boehringer Mannheim, Germany) y la

suspension fue incubada

39



Materiales y Métodos

por 1 hora a 37°C. Después se realizo la extraccion con igual volumen de cloroformo- alcohol isoamilico

(24:1), la fase acuosa fue conservada a -20°C.

La concentracién del ADN fue estimada por espectrofotometria al leer la absorbancia a 260 nni y la
pureza de la muestra fue examinada por electroforesis con gel de agarosa al 0,8 % en solucién tampon
TBE 0,5X (Tris 45 mM, é&cido bérico 45 mM, EDTA ImM; pH 8,3) conteniendo bromuro de etidio
(Sigma) a 0,5 mg/mL. Finalmente se realizo la visualizacion usando un transiluminador UV (Macrovue

2011, LKB).

I11.5.3. Cebadores.

Para el disefio y confeccion de los cebadores se tuvo en cuenta que tuvieran un contenido de Gy C
mayor al 60 % y que sus secuencias no fueran palindromas. Los 7 cebadores oligonucle6tidos usados en
la técnica de RAPD fueron disefiados en nuestro laboratorio y sintetizados por el Centro de Ingenieria

Genética y Biotecnologia (Ciudad de La Habana, Cuba). Sus secuencias fueron las siguientes:
Gl-1 (5>-CAGCTCAACGAG-3’)

Gl-2 (5-ACGACGGCCAGT-3")

GI-3 (5’-GAAGGGCACGTG-3")

Gl-4 (5°-GTCGATGAGCTG-3)

GI-5 (5’-GGGCGGCCTAAG-3)

Gl-6 (5’-GTAGCTGCTCCA-3)

Gl-7 (5’-GTCAAGGAGGAG-3’)

111.5.4. Analisis del ADNpolimérfico amplificado al azar (RAPD).

Los reactivos para el RAPD y sus concentraciones fueron optimizados en experimentos previos en
los que se probaron diferentes concentraciones de cebador sintético, del molde de ADN y de Taq
ADN polimerasa, a la vez que se mantenia constante la cantidad de mezcla de dNTPsggl tampon de

amplificacion y las condiciones en el termociclador. La amplificacion del ADN fue desarrollada en

40



Materiales y Métodos

un volumen final de 25 jAL conteniendo 2,5 |*L de tampon de la RCP (10x) (tris-HCI I00OmM pH
8,3; MgCL 15 mM, KC1 500mM, gelatina al 0,01%) (Boehringer Mannheim, Germany), 200 jaM de
cada uno de los dNTP (dATP, dCTP, dTTP, dGTP) (Boehringer Mannheim, Germany), 25 pmol del
cebador oligonucledétido, 2,5 U de Tag ADN polimerasa (Boehringer Mannheim, Germany) y 10 ng
del molde de ADN. Por cada uno de los 7 cebadores se usaron controles negativos, que contenian
todos los componentes mencionados previamente, excepto el molde de ADN que fue sustituido por
agua bidestilada estéril. El perfil de amplificacién fue ajustado en el termo-ciclador (Perking-Elmer
Cetus) y consistid en un paso inicial de desnaturalizacion a 94 °C por 5 min, seguido por 40
repeticiones de 1 min a 94°C para la desnaturalizacion, 1 min a 35 °C para la hibridacion y 2 min a
72 °C para la extension. En el ciclo final; el paso de extensién fue de 15 min. Los productos de la
RCP fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa al 1,2% en soluciéon tampén TBE
conteniendo bromuro de etidio (SIGMA) a 0,5 mg/mL. Finalmente, fueron visualizados bajo
iluminacion de luz ultravioleta en un transiluminador UV. Las reacciones del RAPD fueron
realizadas al menos, 3 veces por cada cebador en dias diferentes, para verificar la reproducibilidad de

la técnica (Deng y Cliver, 1999).

111.5.5. Analisis del polimorfismo genético.

Las bandas individuales fueron registradas como presentes o ausentes (1 6 0) para cada aislamiento y
el inverso del coeficiente de similitud de Jacard (Sj, modificado por Sneath, 1957) fue usado como
sigue: Sj= 1 -a/(a + b + c) donde a representa el nimero de bandas compartidas, b representa el

numero de bandas presentes y ¢ representa el nimero de bandas ausentes.

Los dendogramas y la matriz de distancia fueron generados usando como criterio de agregacion el
método de agrupamiento por grupos pares con medias no ponderadas (método UPGMA) (Sneath y

Sokal, 1973), usando el paquete de programas SYNTAX version 5.0 (Ponadi, 1993).
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111.6. Analisis estadistico.

Los datos fueron almacenados y procesados en el paquete de programas EPIINFO. Los andlisis
estadisticos fueron realizados usando pruebas de proporciones para comparar los porcentajes; sin
embargo, la prueba exacta de Fisher fue usada para comparar los porcentajes cuando el nimero de
casos analizados fue escaso. Se crearon tablas de contingencia con el fin de hacer el andlisis de
regresion logistica para cada uno de los sintomas, teniendo como referencia el grupo de nifios que
nunca se infecto, el que fue comparado con cada uno de los demas grupos. Para la comparacién entre
los casos y los controles se emple6 también el calculo de la oportunidad relativa (Martin-Moreno y
Banegas, 1997) o razén de los productos cruzados (OR). En las variables cuantitativas se
determinaron los parametros estadisticos descriptivos para cada variable (valor maximo, minimo,
media, error estandar de la media y desviacion estandar (DE). Para cada una de las variables se
expresé su valor como la media £ DE. Después fue usado el ensayo de normalidad descrito por
Shapiro-Wilk (Bryman, 2001).

Para comparar las medias entre dos grupos se empleé la prueba no paramétrica de Mann Whitney. En
el experimento de infeccién con jerbillos se calcularon las medias y los errores estandares de la media
de los quistes eliminados diariamente para cada grupo de animales infectados; para comparar esas
medias entre dos grupos se uso la prueba de Mann Whitney. En cambio, cuando se compararon las
medias entre tres 0 mas grupos se utilizaron las pruebas de Kruskal Wallis y Newman Keuls. En
todos los casos las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas cuando el valor de
P fue menor que 0,05. Todos los andlisis fueron desarrollados empleando los paquetes de programas
para analisis estadisticos GraphPad Prism version 3.03 para Windows (Motulsky, 1999), SPSS
version 10.0.1 para Windows (Bryman, 2001) y EPIINFO, versién 6.04 (Dean et al, 1994).
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CAPITULO IV. RESULTADOS

1V.1. Estudio longitudinal en tres circulos infantiles de la Ciudad de La Habana.

En la tabla 2 se muestra la distribucién por sexo, y edad de los 365 nifios que completaron el estudio.
No se encontraron diferencias en la distribucién por sexos (Prueba de comparacion de proporciones,
P=0,064230) ni en la distribuciéon por grupos de edad (Prueba de comparacion de proporciones,
P=0,211274) en esta poblacion. Es de destacar que en este estudio todos lo nifios se encontraron bien
nutridos en la valoracion antropométrica nutricional, de acuerdo con las tablas nacionales de

crecimiento y desarrollo (Jordan, 1988).

Tabla 2. Distribucién por sexo y edad de los nifios al final del periodo de estudio

Sexo Edad (afnos)
Masculino Femenino 1 23 4
No. 195 170 77 94 101 93
(%) (53,4) (46,6) (21,1) (25,7) (27,7) (25,5)

(n=365)

De acuerdo con la tabla 3, G. lamblia fue el parasito mas frecuentemente encontrado. Muy pocos
nifios se detectaron infectados por otros parasitos con las técnicas parasitoldgicas empleadas en esta

investigacion.

44



Tabla 3. Tasas de prevalencia de las diferentes especies de parasitos y comensales en los

nifos de los circulos infantiles.

Resultados

Especies 0 Cortes transversales (meses) 6 12 18
No. ( %) No. ( %) No. ( %) No. (%)
Protozoos
Giardia lamblia 79 (21,6) 75 (20,5) 83 (22,7) 73 (20,0)
Entamoeba histolytica!E. dispar 7(1,9) 3(0,8) 2(0,5) 0 (o)
Entamoeba coli 1 6 (1,6) 5(1,4) 5(1,4) 4(1,1)
Endo Umax nana * 28 (7,7) 23 (6,3) 21 (5,7) 20 (5,5
Chilomastix mesnilii* 2(0,5) 1(0,3) 0(0) Qe ( MO
Blastocystis hominis f 38 (10,4) 36 (9,9) 11 (3,0) 8 22,2)
Helmintos
Trichuris trichiura 3(0,8) 0(0) 0(0) 0 ( o
Ascaris lumbricoides 2(0,5) 0(0) 0(0) 0 z 0
Enterobius vermicularis 6(1,6) 5(1,4) 5(1,4) 3 2 0,8)

(«=365)

Comensales, f Protozoo de patogenicidad controversial

De acuerdo con la cinética de la infeccion por G. lamblia recogida en nuestra poblacion estudiada,

podemos separar claramente los nifios en tres grupos principales (Tabla 4).
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Tabla 4. Positividad de los examenes de heces en cada corte transversal durante el periodo
de observacion de 18 meses.

Resultado de cada corte transversal Meses Nifios
0 6 12 18 No. (%)
- - - - 187 (51,2)
+ - - - 27 (7.3)
- + - - 25 (6,8)
- - + : 17 (4,6)
: - - + 18 (4,9)
+ + - - 11 (3,0)
- + + - 11 (3,0)
+ - + - 5 (1,3)
F + - + 5 (1,3)
+ - - + 7 (1,9)
- - + + 18 (4,9)
+ - + + 11 (3,0)
“ + + - 9 (2,4)
- i + + 5 (1,3)
+ + - + 2 (0,5)
+ + + + 7 (1,9
(n=365)

+ Positivo a trofozoitos o quistes de Giardia lamblia en al menos una muestra de heces en cada corte.
- Negativo en todas las muestras que se hicieron para ese corte.



Resultados

El grupo mayor estuvo formado por los nifios que nunca fueron encontrados infectados (51,2 %). En un segundo
grupo la infeccion por G. lamblia fue detectada en s6lo un corte transversal (23,8 %), en un tercer grupo la infeccién
se diagnosticé en dos de los examenes semestrales (15, 6 %), y en el cuarto, que fue el grupo mas pequefio, se

encontraron s6lo 34 nifios infectados en tres o cuatro periodos de estudio (9,3 %).

La poblacion de estudio estuvo constituida por nifios aparentemente sanos que asistian regularmente a los circulos
infantiles. La Gnica manifestacion clinica registrada en los ultimos 6 meses de todo el estudio longitudinal (tabla 5) y
que mostro una fuerte relacion con el nimero de veces en que se encontraron los nifios infectados por Giardia fue la
diarrea, pues la probabilidad de presentar diarreas fue significativamente mayor en el grupo de nifios que se
infectaron 3 0 mas cortes transversales, que en los que se mantuvieron negativos a lo largo de todo el estudio

longitudinal (OR=9,26; 1C=2,83-30,80) (P=0,000002).
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Tabla 5. Frecuencia de los sintomas registrados en los ultimos 6 meses en los nifios con giardiasis y su relacidon con el nimero de

cortes transversales positivos a Giardia lambiia

Cortes Manifestaciones Clinicas
transversales

positivos a Reaccién OR (IC 95%) Valor de P Dolor OR (IC 95%) Valor de P Diarreas No. OR (IC 95%) Valor de P
Giardia Alérgica * No. Abdominal (%)

Lamblia (%) No. (%)

Ninguno 11 (5,8) Grupo de Referencia 2 (1,0 Grupo de Referencia 7 (3,7  Grupo de Referencia

(«=187) 4 (4,6) 2,18 (0,53-7,93) P=0,18 0 (0) 0 (0-8,81) P=0,46 7 (8,0) 2,25(0,68-7,43) P=0,13214
Uno

(«=87) 5(8,7) 1,54 (0,44-5,09) P=0,44 2 (35 3,36 (0,33-34,35) P=0,23 6 (10,5 3,03 (0,85-10,06) P=0,05

Dos

(«=57) 4(11,7) 0,77 (0,20-2,72) P=0,45 2 (598) 5,78 (0,56-60,16) P=0,11 9 (26,5 9,26 (2,83-30,8) P=0,000002 t

Tres 6 Cuatro

(«=34)

* Urticaria o rinitis alérgica t Diferencia significativa al comparar este grupo con el de referencia.
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Durante el periodo de estudio la tasa de prevalencia de la giardiasis permanecid constante a través del
todo el estudio, casi un 20 % (P=0,809355). La incidencia disminuyé del segundo (17%) al tercer
corte (11%) (Prueba de comparacion de proporciones, /’=0,034177), mientras que la tasa de

reinfeccion se mantuvo estable (Prueba de comparacion de proporciones, P=0,263899) (Tabla 6).

Tabla 6. Tasas de incidencia, prevalencia, y reinfeccion por Giardia en cada corte

transversal.
Periodo de Estudio Incidencia TASAS DE Reinfeccion

Popes) (%) Prevalencia (%)

(%)

----- 79/365 (21,6)
6 46/286 (16,1) 75/365 (20,5) 29/79 (36,7)
12 51/290 (17,6) 83/365 (22,7) 32/75 (42,7)
18 32/282 (11,3) 73/365 (20,0) 41/83 (49,4)

IV. 2. Factores de riesgo en nifios con tendencia a la reinfeccion con Giardia lamblia. Estudio

de casos y controles.

En la tabla 7, se muestran algunas de las principales caracteristicas de los grupos de estudio, formado
por 43 casos de nifios reinfectados con G. lamblia y el grupo de control compuesto por 76 nifios, con
una relacién entre casos y controles igual a 1:1,8. En la tabla se demuestra que no hubo diferencias
entre los porcentajes de nifios estudiados en ambos grupos para cada uno de los tres circulos
infantiles (Prueba de comparacién de proporciones, P>0,05); y en la distribucién por sexos (Prueba
de comparacion de proporciones, P>0,05). Ademas ambos grupos tuvieron similares intervalos de
edad, y no se encontraron diferencias significativas en las medias de las edades entre ellos (Prueba de

Mann Whitney, .P>0,05), lo que los hace comparables por su homogeneidad
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Tabla 7. Principales Caracteristicas de los Grupos de Estudio.

Caracteristica Casos Controles (n=76) No. Valor de P
(n=43) (%)
No. (%)

Circulos

Amiguitos de Polonia 18 (41,86) 29 (38,15) P=0,6914*
Barquito de Papel 18 (41,86) 33 (43,42) P=0,8687*
Amiguitos de Piong Yang 7 (16,27) 14 (18,42) P=0,7684*
Sexo

Masculino 17 (39,53) 30 (39,47) P=0,9947*
Femenino 26  (60,46) 46 (60,52) P=0,9947*

Edad (Afos)
Intervalo 3-7 3-7
Media (xDS) 4,53 (+1,202) 4,83 (+1,204) P=0,9947 t

* Analisis de Proporciones.
f Prueba de Mann Whitney.

En la tabla 8 se compara el comportamiento de algunos indicadores socioecondmicos entre los casos y los
controles. No se encontraron diferencias entre ambos grupos en la asociacién con hacinamiento
(OR=2,01; IC=0,87-4,63), el indice de personas por cama (OR=0,74; IC= 0,29-1,87), ni en la carencia de
determinados equipos eléctricos como refrigerador (OR=3,66; 0,32-41,58), radio (OR=5,63; 1C=0,57-
55,85), televisor (OR=3,66; 1C=0,32-41,58) y ventilador (OR=I,26; 1C=0,58-2,73). Ademas, no se
encontraron diferencias en el nivel escolar de las madres entre ambos grupos (OR=1,39; 1C=0,57-6,28), ni
en el promedio del ingreso familiar percapita entre ambos grupos (Prueba U de Mann Whitney, P>0,05).
Sin embargo, predomind una tasa mayor de padres con nivel escolar menor de 12 grado en los casos que

en los controles (OR=2,55; IC=1,00-6,55).



Tabla 8. Factores Socioeconémicos estudiados en los casos y los controles.

Resultados

Indicadores Casos (n=43) No. ( Grupo de OR (IC) Valor de P
%) Control
(n=76) No. (
%)
. . 15 (34,88) 16 (21,05) 2,01 (0,87-4,63) P=0,098660
Hacinamiento
(Mas de 2 personas por
dormitorio)
Lo 8 (18.60) 18 (23,68) 0,74 (0,29-1,87) 7=0,519454
indice de personas por cama
(Mas de 1 persona por cama)
Carencia de Equipos 2 (4,65 1(1,31) 3,66 (0,32-41,58) P=0,264856
Refrigerador
Radio 3 (6,97) 1(1,31) 5,63 (0,57-55,85) P=0,099767
Televisor 2 (4,65 1(1,31) 3,66 (0,32-41,58) P=0,264856
Ventilador (més de 1) 17 (39,53) 26 (34,25) 1,26 (0,58-2,73) P=0,561363
i 6 (13,95 1,89 (0,57-6,28) P=0,291689
Escolaridad de la Madre 6(7,89) 70
37 (86,04)
< 12 grado > 12 grado (92,10)
Escolaridad del Padre 12 (27,91) 2,55 (1,00-6,55) * P=0,0464475
10 (13,16) 66
31 (72,09
< 12 grado > 12 grado (86,84)
147,16 (+61,17) 127,80 (+52,66) P=0,0820't

Ingreso percépita Familiar
(Pesos Cubanos)

Media (xDS)

OR: Razon de los productos cruzados.

1.C. Intervalo de Confianza con un 95% de confiabilidad.
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En la tabla 9 se realiza la comparacidon entre los casos y los controles de la frecuencia con que fueron
encontrados algunos malos habitos higiénicos que pudieran favorecer la transmisién de la giardiasis.
No se encontraron diferencias en la ausencia de lavado de manos antes de comer (OR=0,84; 100,36-
1,97), y después de defecar (OR=0,96; 1C=0,42- 2,01) (/~O”), pero encontramos una mayor
asociacion de lavado incorrecto de vegetales en las familias de los nifios reinfectados que en los
controles (OR=12,66; 1C=1,41-104,76) (,P<0,05) y que no se hervia el agua de beber, con una

frecuencia mayor en los casos que en los controles (OR=3,76; 1C=1,70-8,30) (P<0,05).
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Tabla 9. Habitos higiénicos estudiados en los casos y los controles.

Resultados

Indicadores Casos (n=43) No. ( Grupo de OR(I.C.) Valor de P
%) Control
(n=76) No. (
%)
0,84 (0,36-1,97) P=0,693566
Lavado de Manos antes 11 (25,58) 32 22 (28,94) 54
de Comer Ausente (74,42) (71,05)
Presente
0,92 (0,42-2,01) P=0,830832
Lavado de Manos 15 (34,88) 28 28 (36,84) 48
después de defecar (65,11) (63,16)
Ausente Presente
12,16(1,41-104,76)1 P=0,004883
Lavado de Vegetales 6 (13,95) 37 1(1,31)75 ( )
Incorrecto (86,05) (98,68)
Correcto
3,76 (1,70-8,30) t P=0,000806

Hierve el Agua *
NO
Sl

29 (67,44) 14
(32,56)

27 (35,52) 49
(64,47)

OR: Razon de los productos cruzados.

IC. Intervalo de Confianza con un 95% de confiabilidad.

* Significativo. T Prueba U de Mann Whitney.
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V. 3. Caracterizacion bioldgica de varios aislamientos en jerbillos (Meriones unguiculatus).

Los jerbillos infectados con los 7 aislamientos tuvieron un periodo prepatente de 5-7 dias, con un intervalo de

eliminacion intermitente de quistes en las heces, igual 0 mayor a un dia, y el curso de la infeccién fue diferente entre

los aislamientos.

El grupo inoculado con el aislamiento C17 (+) mostré el mas bajo porcentaje de jerbillos eliminando quistes (15,4 %)
lo que difirid significativamente con el resto de los aislamientos (P<0,01). No se encontraron diferencias estadisticas
entre los aislamientos C8(++), C10(++) y C20(++) (66,6%, 63,6% Yy 53,3%, respectivamente, P>0,05) pero ellos
mostraron porcentajes significativamente menores que el resto (P<0,01). EI mas alto porcentaje fue encontrado para
los aislamientos C5(+++), C6(++++) y C25(++++) (100%, 92,3% y 90%, respectivamente) (P<0,01), sin diferencias

significativas entre ellos (P>0,05) (Figura 2).

Jerbillos eliminado quistes (%)

Aislamientos

Figura 2. Porcentaje de jerbillos que eliminaron quistes en cada uno de los grupos inoculados con los

aislamientos. Entre 10 y 15 animales fueron inoculados en cada grupo.
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La duracién de la infeccion fue diferente entre todos los aislamientos (P<0,05). Los jerbillos inoculados con el
aislamiento C17(+) eliminaron quistes en sus heces hasta el dia 13 PI. Los animales inoculados con el aislamiento
C5(+++) se mantuvieron eliminados quistes hasta el dia 34 PI. La eliminacion de los quistes en los otros grupos se
detuvo entre los dias 21 y 28. No hubo diferencias en las medias aritméticas de los dias de duracién de la infeccién,
entre los aislamientos C5(+++), C6(++++), y C25(++++) obtenidos de nifios sintomaticos (/*>0,05). Una similar
duracion fue encontrada también entre los aislamientos C8(++), C10(++) y C20(++) procedentes de nifios

asintomaticos (P>0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Media aritmética y desviacion estandar de los dias de duracién de la infeccion para cada

grupo de animales inoculados con los aislamientos.

Otra caracteristica analizada fue la intensidad de la eliminacion de quistes. No se encontraron
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diferencias estadisticas (P>0,05) en la media de los quistes/g de heces eliminados entre los grupos
inoculados con los aislamientos C5(+++), C6(++++), y C25(++++). Una similar intensidad fue
detectada también entre los aislamientos C17(+), C8(++), C10(++) y C20(++) (/*>0,05). Sin
embargo, este Gltimo grupo tuvo un nimero menor de quistes cuando se compar6 con el anterior

(P<0,01) (Figura 4).
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Figura 4. Media aritmética y error estandar de la media, del nimero de quistes eliminados por cada

grupo de animales inoculados con los aislamientos.

Todos los jerbillos fueron sacrificados después del dia 40 PI. En los grupos de animales infectados con
los aislamientos C6(++++), C8(++), y C10(++), se encontraron respectivamente 4, 1, y 10 animales que
tenian trofozoitos en el intestino delgado. Mientras que, en los animales inoculados con el resto de los
aislamientos, sélo se encontrd uno, del grupo C25 (++++), con trofozoitos de G. lamblia a nivel del

duodeno.

Ninguno de los animales del grupo de control se encontrd infectado durante todo el experimento.
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Finalmente encontramos entre aquellos animales que nunca eliminaron quistes, dos que eran
pertenecientes a los grupos del aislamiento C8 (++) y CIO (++), tenian trofozoitos en el intestino

delgado cuando fueron sacrificados (40 dias PlI).

IV.4. Caracterizacion del polimorfismo genético de 17 aislamientos de Giardia lamblia.

La amplificacion del ADN en los 17 aislamientos de Giardia con los 7 cebadores seleccionados al
azar, produjo 52 bandas, 13 de las cuales fueron encontradas en los 17 aislamientos. De acuerdo a las
escalas de distancias de Jaccard, los aislamientos se agruparon en 5 clases o grupos (clusters). El
dendograma (Figura 5) muestra el agrupamiento de los 17 aislamientos de acuerdo a la distancia

genética calculada entre ellos.
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Figura 5. Dendograma obtenido por el analisis de las bandas obtenidas en los perfiles de RAPD de

los 17 aislamientos, los que quedaron congregados en 5 grupos. Linea discontinua: valor de corte.
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La tabla 10 muestra los principales hallazgos clinicos y epidemioldgicos encontrados en los nifios de
donde se obtuvieron esos aislamientos, los que se agrupan en la tabla de acuerdo a los resultados
obtenidos por el anélisis de los grupos genéticos y los resultados de los andlisis de heces realizados

cada 6 meses en el estudio longitudinal previo.

Como se observa en la tabla, de los 8 aislamientos obtenidos de nifios sintoméaticos que fueron
positivos para la infeccion por G. lamblia en 3 6 4 cortes transversales (+++ ¢ ++++) del estudio
longitudinal, se encontraron 7 relacionados genéticamente entre si, los que se agruparon en los grupos
1, y 2. Los 4 aislamientos obtenidos de nifios asintomaticos que se infectaron en dos cortes
trasversales (++) formaron el grupo 3, mientras que los 5 aislamientos obtenidos de los nifios
asintomaticos que se encontraron infectados por G. lamblia en sélo un corte transversal (+) formaron
el grupo 4. Finalmente, el aislamiento C3, fue obtenido de un nifio sintoméatico que se encontrd
infectado en los cuatro cortes transversales (++++), y se encontré aislado del resto para formar el

grupo 5.

De acuerdo con los resultados de la tabla 10, se encontré una clara relacion entre cada uno de los
grupos genéticos con las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas encontradas previamente en los

nifios de los que fueron obtenidos los aislamientos.
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Tabla 10. Caracterizacion genética de los aislamientos de acuerdo con los hallazgos clinicos y
epidemioldgicos previos.

GRUPOS Aislamientos Resultados de la positividad a Hallazgos Clinicos

infeccién por G. lamblia en cada
corte transversal Semestre 1ro.

2do. 3ro. 4to.

C5 + — + + Diarrea

C6 + + + + Diarrea
GRUPO 1 C7 + + + + Diarrea

C19 + + — + Diarrea

C25 + + + + Trastornos alérgicos *

Cll + + _ + Diarrea
GRUPO 2 C36 + + - + Diarrea

C8 i _ + + Asintomatico
GRUPO 3 ClO — + i + Asintomatico

C20 — + i + Asintomatico

C33 - - + + Asintomatico

C13 3 r + _ Asintomatico

c27 — — — + Asintomatico
GRUPO 4 C28 — — — + Asintomatico

C4 — — + —  Asintomatico

C17 - - = + ND
GRUPO 5 C3 + + + + Trastornos alérgicos *

ND: Datos no disponibles.
* Episodios de urticaria.

Una buena reproducibilidad de los perfiles fue obtenida con los 7 cebadores; sin embargo, los
cebadores Gl-1 y GI-3 ilustraron mejor las diferencias y similitudes entre los 5 grupos genéticos
obtenidos. La Figura 6 muestra las bandas obtenidas con el cebador GI-1. Una banda con el mismo
peso molecular de 925 pb fue obtenida de los aislamientos C5, C6, C7, C19, y C25 del grupo 1 (+++ 6
++++), y otra banda de 1120 pb en los aislamientos Cl 1 y C36 del grupo 2 (+++). En la misma figura

una banda de 1023 pb es claramente vista en los
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aislamientos C8, CIO, C20, C33 del grupo 3 (++), mientras que tres bandas de 4723, 1882, y 1319 pb
estan presentes en los aislamientos C13, C27, C28, C4 y C17 del grupo 4 (+) y el aislamiento C3 del

grupo 5 (++++).

B W A W R T T T W W

C6 C7 C19 C25 Cll C36 C8 CIO C20 C33 C13 C27 C28 C4 C17 C3NC

Figura 6. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio donde se muestran los patrones de RAPD
obtenidos con el cebador GI-1 en los 17 aislamientos de Giardia lamblia. Los marcadores

moleculares estan situados en el extremo izquierdo. NC: Control Negativo.

La figura 7 muestra los productos de la RCP obtenidos con el cebador GI-3. Los aislamientos C5, C6,
C7, C19 y C25 del grupo 1 (+++ & ++++), mostraron claras bandas a 3025 y 520 pb. No se
encontraron diferencias con este cebador entre los grupos 1 y 2 (+++), mostrando que ellos estan
genéticamente muy relacionados. Los aislamientos C8, CIO, C20, y C33 del grupo 3 (++) mostraron
s6lo una banda de 600 pb. Los aislamientos C13, C27,

C28, C4 y C17 del grupo 4 (+), mostraron bandas a 3025 y 1200 pb, mientras que el aislamiento C3
(+++) tuvo tres bandas de 2500, 900 y 520 pb.
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Con el cebador GI-3, se encontr6 una mayor distancia genética entre los grupos 3 y 4 que con el
anterior, demostrando con esta técnica que cada cebador puede mostrar diferentes resultados como
una expresion del polimorfismo genético. Finalmente, una caracteristica banda de menor peso
molecular, con alrededor de 520 pb, se encontrd sélo en todos los aislamientos patogénicos,
obtenidos de nifios sintomaticos reinfectados en tres o cuatro cortes transversales (+++ ¢ ++++), a

pesar de la distancia genética entre ellos.

L0

il

MM_C3 C8 C7T COCHICI CH O3 CI0 G2 €

A3 Cff G388 C4 CIT €3 NC

Figura 7. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etid Figura 7. Gel de agarosa tefiido con bromuro de etidio
donde se muestran los patrones de RAPD obtenidos con el cebador GI-3 en los 17 aislamientos de Giardia

lamblia. Los marcadores moleculares estan situados en el extremo izquierdo. NC: Control Negativo.
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Discusion

CAPITULO V. DISCUSION GENERAL

La giardiosis, constituye una parasitosis de gran importancia epidemiol6gica por su alta prevalencia,
fundamentalmente entre la poblacion infantil. Nuestros resultados confirman que este protozoo flagelado,
constituye el parasito intestinal méas frecuente en nifios de circulos infantiles, en los que puede desarrollarse,
tanto de forma endémica con frecuentes reinfecciones, o en forma epidémica si se producen brotes que
afectan este tipo de comunidades cerradas. El ambiente en este tipo de instituciones es ideal para la
transmision, al existir una cantidad de huéspedes susceptibles, concentrados en un area donde es dificil
mantener las condiciones adecuadas de higiene (Thompson, 2000; Guimaréaes y Sogayar, 2002; Miller et al.,
2003).

En este estudio desarrollado en tres circulos infantiles de Ciudad de La Habana, la posibilidad de fallas en la
deteccion de otras infecciones por parasitos intestinales fue baja, sobre todo si se tiene en cuenta que
analizamos, con técnicas de concentracion, las heces de los nifios un total de 12 veces durante los 18 meses
del estudio. Algunos nifios infectados con otros protozoos o comensales y muy pocos infectados con
helmintos fueron menos frecuentemente diagnosticados con las técnicas parasitoldgicas que empleamos; lo
gue demuestra que en nifios de circulos infantiles la frecuencia de infeccién por G. lamblia es superior al

resto de los parasitos intestinales (Gomez et al., 1999; Suarez et al., 1999; Mendoza et al., 2001).

La mayoria de los estudios longitudinales previos sobre giardiasis se han desarrollado con los objetivos
principales de estudiar la prevalencia y la reinfeccion (Masén y Patterson, 1987; Rauch et al., 1990; Chunge
et al., 1992; Newman et al., 2001). Sin embargo, ellos no han identificado claramente todos los posibles
patrones de infeccién en la poblacion estudiada, ni la contribucién relativa de la incidencia y la reinfeccién en
la prevalencia de la giardiasis. Esto pudiera deberse al hecho que se estudiaron comunidades con muy altas
tasas de prevalencia (Gilman et al., 1988; Sullivan et al., 1988), a que no se examinaron a los nifios
regularmente durante el periodo de estudio, a cambios en el personal que atendian estos circulos infantiles, o

un inadecuado cumplimiento de los protocolos de investigacion.

En nuestra investigacion la mitad de los nifios se encontraron siempre libres de infeccion por G. lamblia, a
través de todo el estudio longitudinal. Es bien conocido que el diagnéstico parasitoldgico de la infeccion por
Giardia en las heces puede dar resultados negativos, particularmente si se tiene en cuenta que la eliminacion
de los quistes de G. lamblia es intermitente (Heymans et al., 1987; Mank y Zaat, 2001). Por tanto, seguimos
el criterio de otros investigadores que han recomendado un diagnéstico mas certero y adecuado mediante el

examen, de al menos, tres muestras recogidas en dias diferentes durante una semana (Adam, 1991; Torres et
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al., 1991; Mank y Zaat, 2001).

Una pequefia fraccion de los nifios estudiados se encontraron infectados en tres (7%) o cuatro (2%) periodos
de estudio, a pesar del tratamiento impuesto en cada corte transversal cada vez que se detectaron positivos a
la infeccidn por G. lamblia. Este ultimo grupo de nifios fue obviamente mas infectado con G. lamblia que el
resto de los nifios, con una mayor propension a desarrollar sintomas clinicos como las diarreas. Este patrén
de infeccidn se asemeja al descrito en la predisposicion de los nifios a las helmintiasis intestinales (Anderson,

1986; Haswell-Elkins et al., 1987).

La predisposicion de los seres humanos a las infecciones helminticas intestinales ha sido bien descrita en
diferentes trabajos (Anderson, 1986; Haswell-Elkins et al., 1987; Morales et al., 1999). Estos autores sefialan
que en las comunidades humanas existen unos pocos individuos que albergan las cargas helminticas mas
elevadas, por lo que constituyen un grupo de suma importancia debido a su papel como contaminadores del
ambiente. Estos individuos los definen tres caracteristicas fundamentales: constituyen una pequefia fraccion
dentro de la poblacion estudiada, son los maximos exponentes de la morbilidad en la comunidad, y se
reinfectan después de tratamiento, alcanzando otra vez una alta carga parasitaria (Anderson, 1986; Haswell-
Elkins et al., 1987; Morales et al., 1999). Nosotros hemos demostrado que en las infecciones por G. lamblia
en nifios de circulos infantiles existe un grupo de individuos en los que parecen cumplirse todos estos

postulados, excepto el Gltimo en su extension, debido a la
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imposibilidad de conocer los niveles de intensidad de la parasitosis en las infecciones intestinales humanas
por protozoos. La identificacion definitiva de los nifios con predisposicion a la giardiasis sélo pudiera ser

posible si contdramos con procedimientos diagndsticos, capaces de cuantificar con certeza la carga o la

intensidad de la infeccion por G. lamblia en humanos; sin embargo, esto ha sido imposible hasta ahora.

La Gnica manifestacién clinica asociada con una mayor tendencia a la reinfeccién con G. lamblia fue una alta
frecuencia de episodios de diarreas registrados durante los ultimos 6 meses del periodo de estudio, lo que
demuestra que este es uno de los principales sintomas asociados con esta parasitosis (Ortega y Adam, 1997,
Procop, 2001). Por otra parte, nos llama la atencion la méas fuerte asociacion con las diarreas en aquellos
nifios, en los que se demostr6 la infeccion en un mayor nimero de cortes transversales, lo que no

encontramos en la literatura revisada.

La prevalencia de giardiasis permanecié casi al mismo nivel a través del periodo de estudio, a pesar del
tratamiento de todos los nifios infectados en cada corte transversal, la incidencia disminuy6 y la tasa de
reinfeccién se mantuvo casi estable. Es bien conocido que la prevalencia de la giardiasis alcanza los valores
maximos entre los 2 y los 3 afios de edad, para descender después (Ali y Hill, 2003). Estos resultados
sugieren, que en la prevalencia de la infeccion por G. lamblia en los Cl, los nifios con una mayor tendencia a
la reinfeccidn con este protozoo desempefian un importante papel para perpetuar la infeccién y mantener la

prevalencia a través del estudio.

Existen varias interrogantes con respecto a los determinantes de susceptibilidad que necesitan ser
respondidas. Una de las mas importantes es conocer si determinados factores ambientales o del huésped, y

hasta el propio parasito estan involucrados en la génesis de este fenémeno.

Teniendo en cuenta la importancia de conocer los factores ambientales que estuvieran relacionados con esto,
decidimos estudiar algunos de ellos, tanto en los nifios reinfectados como en sus controles, y encontramos
similares condiciones socioecondémicas entre ambos grupos, excepto en el nivel escolar de los padres. En otro
estudio previo de parasitismo intestinal, donde se encontrd a G. lamblia como el parasito mas frecuente entre
los nifios parasitados, no se encontrd una relacién precisa con algunos indicadores socioeconémicos como el
ingreso familiar quincenal, nimero de habitantes en la vivienda y ausencia de articulos basicos para la familia
(Rodriguez-Guzman et al., 2000). Sin embargo, otros autores han encontrado algunas de estas variables
asociadas a la infeccion por G. lamblia tanto en poblacion total (Norhayati et al., 1998), como en nifios de
circulos infantiles (Novotny et al., 1990). En otras investigaciones se ha demostrado el efecto del manejo del

agua de consumo y de algunas medidas higiénicas sobre la transmision de otras enfermedades de transmisién
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digestiva (Wrigth et al., 1991).

Es de destacar que aunque se encontré una mayor asociacion de niveles inferiores a 12 grado en los padres de
los casos que en los de los controles, no ocurrié lo mismo al analizar el nivel cultural de la madre entre
ambos grupos. En reportes previos se ha planteado que el nivel educacional de la madre influye en la
induccion de practicas higiénicas correctas en sus hijos (Esrey y Habicht, 1988; Curtale et al., 1998), lo que
produce mas bajos niveles de infeccion por paréasitos intestinales (Esrey y Habicht, 1988; De Silva et al.,
1996; Curtale et al., 1998); sin embargo, esto ultimo no ha sido tan consistentemente sefialado para el caso de

los padres en la literatura.

En algunos estudios no se ha demostrado el papel de la madre (Cartale et al., 1999; Norhayati et al., 1998;
Rodriguez-Guzman et al., 2000) y al menos en un estudio realizado en México, también se encontré una
relacion precisa del parasitismo intestinal, con el antecedente de escolaridad menor de secundaria del padre,
lo que no ocurrié al analizar el nivel escolar de la madre (Rodriguez-Guzméan et al., 2000). Algunas
investigaciones desarrolladas en Europa y en los Estados Unidos han demostrado que los padres tienen
significativas influencias directas o indirectas sobre sus hijos desde edades muy tempranas, y que las mismas
son independientes de las de las madres (Pruett, 1988). Todo esto nos lleva a sugerir que el papel del padre en
la educacion familiar deberia ser mejor valorado debido a la posicion diferente que pudiera ocupar en
determinados contextos socioecondmicos y culturales.

Al analizar el comportamiento de determinados malos habitos higiénicos, tanto en los casos como en los
controles, no encontramos diferencias entre los mismos con respecto a la ausencia del lavado de las manos
antes de comer y después de defecar referido. En cambio, se encontré una mayor tasa de familias que no
hervian el agua de beber, ni lavaban correctamente los vegetales en los casos que en los controles. Otros
estudios sobre parasitismo intestinal han encontrado resultados similares, demostrando la asociacién de
éstos malos habitos con el parasitismo intestinal (Curtale et al., 1999; Rodriguez-Guzman et al., 2000) y

la giardiasis (Esrey et al., 1989; Dennis et al., 1993; Norhayati et al., 1998; Rose y Slifko, 1999; Hoque et
al., 2002; Hoque et al., 2003; Stuart et al., 2003; Cifuentes et al., 2004). El procedimiento de verificar la
formacion de incrustaciones de sales de magnesia en el recipiente de hervir el agua para comprobar si se
hervia el agua de beber, demostrd ser eficaz y objetivo para comprobar este habito, lo que nos hace

proponerlo para otros estudios epidemioldgicos.

En otros estudios sobre factores de riesgo para la giardiasis (Dennis et al., 1993; Norhayati et al., 1998;
Rose y Slifko, 1999; Hoque et al., 2002; Hoque et al., 2003; Stuart et al., 2003; Cifuentes et al., 2004),

solo se ha tenido en cuenta para el criterio de seleccion de los casos, la existencia de infeccidn reciente por
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G. lamblia. Sin embargo, nosotros seleccionamos como casos, s6lo aquellos nifios, que tenian una mayor
tendencia a la reinfeccién. Por otra parte, a diferencia de trabajos previos, seleccionamos como controles

s6lo aquellos nifios que se encontraron negativos a la infeccion por G. lamblia en los cuatro cortes

trasversales.

Estos resultados corroboran el importante papel que puede tener el agua como vehiculo de transmision en
la giardiasis y explica la importancia de algunos factores epidemiolégicos involucrados en el fendmeno de
la reinfeccion a la giardiasis. Sin embargo, pensamos que otros estudios dirigidos a conocer aspectos
intimos de la relacion huésped-parésito seran necesarios para una comprension mas completa de la génesis

de este fendmeno en nifios que asisten a Cl.
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Después de realizados los aislamientos de G. lamblia, desarrollamos la caracterizacion biologica de 7 de
ellos, los que fueron obtenidos de nifios con diferentes patrones clinicos y epidemiolégicos para conocer si
existia alguna relacion entre éstos y el comportamiento de la infeccién en jerbillos como modelo
experimental. EI periodo prepatente obtenido en los grupos de animales inoculados fue similar al descrito por
otros autores usando aislamientos humanos en este modelo animal (Faubert et al., 1983; Belosevic et al.,
1984; Lewis et al., 1987), lo que indica que este modo intermitente de eliminaciéon de los quistes es

caracteristico del parésito (Faubert et al., 1983).

Nosotros observamos que en los humanos y en los jerbillos los patrones de infeccion mostraron similares
caracteristicas, puesto que los animales inoculados con los aislamientos de G. lamblia, obtenidos de nifios
sintomaticos, y reinfectados mayor nimero de veces (+++ 0 ++++), se infectaron en un mayor porcentaje,
mostraron una mas larga duracion de la infeccion y eliminaron una mayor cantidad de quistes que los
animales inoculados con los aislamientos obtenidos de nifios asintomaticos que se encontraron infectados con
menor frecuencia (++ o +). Es importante enfatizar el papel del parasito en la naturaleza crénica de la

infeccion y hasta en la variabilidad clinica de la enfermedad.

En una investigacién realizada hace varios afios, dos grupos de voluntarios humanos sanos fueron inoculados
por via digestiva con trofozoitos de dos aislamientos humanos de G. lamblia’, los resultados de este
experimento demostraron una gran variacion entre los dos aislamientos de G. lamblia en cuanto a la

patogenicidad de la infeccidn para hospederos humanos (Nash et al., 1987).

Muy pocos experimentos realizados con modelos animales han confirmado esta relacion. Un estudio
realizado para comparar la virulencia de tres aislamientos de G. lamblia en ratones neonatos, demostro
diferentes grados de dafio funcional en la mucosa intestinal entre los tres grupos de ratones recién nacidos e
inoculados con cada uno de los aislamientos (Cevallos et al., 1995). En otro experimento, realizado también
con ratones recién nacidos, se compararon las respuestas del huésped frente a dos aislamientos de G. lamblia,
encontrandose marcadas diferencias en la dindmica de la infeccién y las respuestas histopatoldgicas. Uno de
los

aislamientos, de origen animal, produjo infecciones mas intensas y de mas larga duracion, que el otro, de
origen humano. Por otra parte, el aislamiento animal fue mas patogénico y causé mayores alteraciones
fisiologicas, en la mucosa intestinal, las que incluyeron un aumento en la atrofia de las vellosidades,
hiperplasia de las células caliciformes y la presencia de células epiteliales vacuoladas (Williamson et al.,

2000).
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En nuestro conocimiento, éste es el primer trabajo en Cuba y a nivel internacional donde se correlacionan
al mismo tiempo las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de los aislamientos humanos, con las
caracteristicas bioldgicas en modelos animales, como los jerbillos. Sélo existe, un trabajo recientemente
publicado, en el que se comparan los efectos de la infeccion con G. lamblia in vivo entre varios
aislamientos obtenidos de pacientes sintomaticos y portadores (Astiazaran-Garcia et al., 2000); sin
embargo, lo hacen con sélo 4 aislamientos, dos considerados patogénicos y dos no patogénicos, mientras
que nosotros estudiamos mayor nimero de aislamientos, 7 en vez de 4, y le adicionamos criterios
epidemioldgicos al considerar el nimero de reinfecciones en el estudio longitudinal previo. Por otra parte,
ellos midieron sélo un parametro, la capacidad de colonizacidn, expresada en el nimero de animales que
se infectan, mientras que nosotros investigamos 3 parametros, el mismo que ellos, mas la duracién de la
infeccion y la intensidad de la eliminacidon, expresada en el niUmero de quistes contados por gramo de
heces. Finalmente, ellos estudian por cada aislamiento 3 animales, mientras que nuestros grupos de
animales fueron mayores, pues inoculamos entre 10 y 15 animales por cada aislamiento lo que nos
permiti6 una mayor posibilidad de infeccion para cada aislamiento, y resultados estadisticos mas

confiables en nuestros experimentos.

El experimento desarrollado en este modelo animal mostré importantes diferencias en el comportamiento
biolégico de los siete aislamientos humanos de G. lamblia y sus resultados en el modelo animal, se
correlacionaron con los hallazgos clinicos y epidemiol6gicos previos obtenidos en los nifios de donde se
tomaron los aislamientos, lo que pone de manifiesto el papel del parasito en la relacion huésped-parasito.
Sin embargo, sugerimos que otros estudios seran necesarios para determinar si estas diferencias en la
patogenicidad y en la persistencia de la

Finalmente, los animales fueron sacrificados después de los 40 dias Pl para verificar la ausencia de
trofozoitos después que ellos fueron negativos para la eliminacion de los quistes. Algunos jerbillos fueron
incapaces de eliminar la infeccion después del dia 40 PI. Los dos jerbillos inoculados que fueron siempre
negativos, pero que mostraron trofozoitos al ser sacrificados, fueron tipicos casos de falsos negativos. Este
cuadro es frecuentemente visto en los servicios de Parasitologia Clinica cuando los pacientes muestran

signos y sintomas de la enfermedad, pero son negativos para la busqueda de quistes en sus heces.

Para conocer las caracteristicas genéticas y relacionarlas con los hallazgos clinicos y epidemioldgicos, se
realizé el andlisis del polimorfismo de los fragmentos de ADN amplificados al azar (RAPD). Para eso se
tuvo en cuenta que esta técnica es muy (til para el estudio del ADN, pues involucra la amplificacion de
segmentos del ADN gendmico, por la reaccion en cadena de la polimerasa (RCP), usando iniciadores cortos

simples de secuencia azarosa. Esta técnica requiere pocas cantidades de ADN, no se necesita clonacion,
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secuenciacion o hibridacion, lo que la coloca en ventaja en relacion con otras técnicas moleculares usadas
para la caracterizacion gendmica. Ademas, el polimorfismo es detectado a partir de patrones de
amplificacién del ADN, que no son mas que marcadores anénimos (Singh, 1997; Guimarées et al., 1999), y
brinda informacién muy 0til para estudios genealégicos, o de agrupamiento por distancias genéticas
(Sedinova et al., 2003). En nuestro estudio esta técnica mostro ser una herramienta efectiva para evaluar la

distancia genética entre los 17 aislamientos de G. lamblia.

La heterogeneidad entre los aislamientos de Giardia ha sido mostrada por técnicas bioquimicas y
moleculares (Nash et al., 1985; Weiss et al., 1992; Nash et al., 1992; Meloni et al., 1995; Homan et al.,
1998; Guimardes et al., 1999; Deng y Cliver, 1999; Paintlia et al., 1999). Algunos autores han encontrado
diferencias bioldgicas entre los aislamientos usando modelos experimentales, como ratones (Mus musculus)
recién nacidos (Williamson et al., 2000) y jerbillos de Mongolia (Meriones unguiculatus) (Aggarwal y Nash,
1987; Majewska y Gustowska, 1996; Astiazaran-Garcia et al., 2000); gran parte de esta variabilidad
fenotipica detectada puede estar asociada con la heterogeneidad genética entre los aislamientos,

Gustowska, 1996; Astiazaran-Garcia et al., 2000); gran parte de esta variabilidad fenotipica detectada puede
estar asociada con la heterogeneidad genética entre los aislamientos, incluyendo aquellos obtenidos de

diferentes huéspedes (McRoberts et al., 1996; Guimaraes et al., 1999).

En los estudios previos no se ha encontrado una clara correlacion, entre los niveles de diversidad genética, y
algunas caracteristicas fenotipicas como el comportamiento clinico (Garcia et al., 2002; Cedillo-Rivera et ai,

2003; Guimaraes et al., 2003; Rocha et al., 2003).

Recientemente, se realiz6 un estudio (Homan y Mank, 2001) en 18 pacientes holandeses entre 8 y 60 afios de
edad quienes asistieron a la consulta por tener diarreas; en esta investigacion los datos obtenidos fueron
interpretados como que existia una relacion entre los genotipos de G. lamblia y los sintomas clinicos. En el
estudio se compararon los aislamientos recogidos de pacientes que tenian diarreas intermitentes, contra los
que tenian un cuadro de diarrea persistente, y para eso se tuvo en cuenta la propia interpretacion del paciente
de sus episodios diarreicos. Los casos de diarrea intermitente fueron considerados por los investigadores
como moderados mientras que los pacientes con diarrea persistente, fueron considerados como severos. Ellos
observaron finalmente una fuerte correlacion entre el Ensamble A y el tipo intermitente de diarrea (9
pacientes) y el Ensamble B con los casos afectados por diarrea persistente (9 pacientes) (Homan y Mank,
2001). Con estos resultados los autores concluyeron que este trabajo demostraba una clara relacion entre el
genotipo del parasito y la forma de presentaciéon clinica. A pesar de que ellos encontraron una fuerte relacion,

ésta era dependiente de la valoracion subjetiva del paciente sobre sus propios episodios diarreicos, sin un
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seguimiento previo por un periodo tiempo de al menos tres meses. Es de destacar que en esta investigacion se
estudiaron solo pacientes que fueron todos sintomaticos y la correlacion observada fue entre el genotipo y el

grado de severidad de los sintomas, mas bien gque con la presencia o ausencia de sintomas.

Otro estudio longitudinal realizado mas recientemente en 353 nifios de varios circulos infantiles en el oeste
de Australia encontré cierto grado de correlacion entre el trasfondo genético de algunos aislamientos y las

caracteristicas clinicas, expresadas por la ocurrencia o ausencia de
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sintomas. En ese estudio se realizo el aislamiento de Giardia y la caracterizacién de los genotipos en 23
nifios (Read et al., 2002). Ellos encontraron la presencia del genotipo A en el 30 % de los nifios (7/23) y el
genotipo B en el 70 % de los nifios (16/23). Por otra parte, encontraron que en el grupo A, 6 de 7 nifios,
tenian diarreas (85,7%), mientras que en el grupo B, 3 de 16 nifios tuvieron diarreas (18,7%); por lo que la
probabilidad de tener diarrea fue 26 veces mayor en el grupo de nifios en los que se aislé el ensamble A. Con
estos resultados ellos plantean que el genotipo B es mas prevalente en nifios asintomaticos y el genotipo A es

mas frecuente en los sintomaticos.

Por primera vez nosotros identificamos con un cebador un posible marcador genético de patogenicidad. En
otras infecciones humanas por protozoos tales como amebiasis se han descrito marcadores bioquimicos,
inmunolégicos, y genéticos de virulencia (Diamond y Clark, 1993; Katzwinkel-WIladarsch et al., 1994); sin
embargo, éstos no han sido claramente mostrados en las infecciones por G. lamblia. Otros estudios méas
amplios usando un mayor ndmero de aislamientos de diferentes zonas geograficas serdn necesarios para

confirmar la importancia de este posible marcador genético de patogenicidad.

Entre los métodos moleculares usados para caracterizar los aislamientos de Giardia el RAPD ha mostrado ser
una herramienta valiosa para estudios epidemioldgicos (Singh, 1997; Deng y Cliver, 1999; Paintia et al.,
1999). Los estudios de caracterizacion de aislamientos de G. lamblia con la técnica de RAPD, han
demostrado una gran diversidad genética o heterogeneidad, entre los aislamientos (Van Belkum et al., 1993;
McRoberts et al., 1996; Morgan et al., 1996; Sedinova et al., 2003; Mohamed et al., 2004). La mayoria de
estos estudios se han hecho con el fin de buscar marcadores genéticos que puedan ser Utiles para definir cepas
(Mohamed et al., 2004; Sedinova et al., 2003). Solo un estudio realizado con la técnica de RAPD, trat6
infructuosamente de encontrar alguna relacion entre la sintomatologia clinica y las agrupaciones genéticas

(Rocha et al., 2003).
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Los elementos que determinan la severidad de la giardiasis no han sido profundamente estudiados; varios
factores del huésped, como la presencia de inmunoglobulinas IgA secretora, son importantes (Faubert, 2000;
Eckmann, 2003). Sin embargo, la virulencia o la patogenicidad del parésito pueden también desempefar su
rol. Nosotros encontramos, por primera vez, usando la técnica de RAPD, una fuerte relacién entre las
caracteristicas genéticas de los aislamientos de G. lamblia y los patrones clinicos y epidemioldgicos
encontrados previamente en los nifios, de los que se obtuvieron estos aislamientos. Una relacion similar
observamos en el experimento anterior desarrollado con algunos aislamientos en el modelo experimental.
Todo esto pone en evidencia el papel del parasito, en la reinfeccion y en el comportamiento clinico y

epidemioldgico del hospedero humano.
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Conclusiones

CAPITULO VI. CONCLUSIONES

En los nifios de circulos infantiles estudiados, se encontrd un grupo con una mayor tendencia
a la reinfeccion con G. lamblia, y una mayor asociacion con la diarrea como principal

manifestacion clinica.

Dentro de las caracteristicas socioecondmicas estudiadas, el nivel escolar menor de doce
grado del padre, fue el Unico factor de riesgo encontrado en los nifios reinfectados con G.

lamblia.

Los principales factores de riesgo corroborados entre los habitos higiénicos estudiados en las
familias del grupo de nifios reinfectados con G. lamblia, fueron el lavado incorrecto de

vegetales y la ingestion de agua no hervida.

Los animales inoculados con los aislamientos obtenidos de nifios sintomaticos, mas
frecuentemente reinfectados, se parasitaron en mayor porcentaje, mostraron una mayor
duracion de la parasitosis y eliminaron una mayor cantidad de quistes, que los animales
inoculados con los aislamientos procedentes de nifios asintomaticos infectados menos

frecuentemente; lo que demostré desde el punto de vista biol6gico el papel del paréasito.

Utilizando la técnica de RAPD, se encontrd una fuerte relacion entre los patrones clinicos y
epidemioldgicos encontrados previamente en los nifios y las caracteristicas genéticas de los

aislamientos; lo que demuestra desde el punto de vista molecular el papel del parasito.

Por primera vez se encontré un posible marcador genético de patogenicidad, el cual
identificd claramente los aislamientos patogénicos a pesar de las distancias genéticas entre

éstos.
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Recomendaciones

CAPITULO VII. RECOMENDACIONES

1- Mantener la medida de no suspender la asistencia a los circulos infantiles de los nifios

asintomaticos infectados con G. lamblia para su tratamiento.

2. - Investigar en nifios de circulos infantiles factores del huésped que puedan estar asociados con

las caracteristicas clinicas y la reinfeccién con G. lamblia.

3. - Realizar la caracterizacion de los genotipos de G. lamblia que circulan en Cuba y su posible

correlacion con la sintomatologia clinica.

4. - Evaluar la utilidad del posible marcador genético de patogenicidad en un mayor nimero de
aislamientos de G. lamblia obtenidos de individuos con diferentes comportamientos clinicos y

epidemioldgicos.
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Capitulo X. Anexos

ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Informacion a los Padres o tutores legales

Protocolo de Investigacion: “Giardiasis y otros parasitos intestinales en nifios de
circulos infantiles”

El Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri"(IPK), se propone realizar una investigacion acerca del
comportamiento de la infeccion por Giardia y otros parasitos intestinales en nifios de tres circulos
infantiles, de Ciudad de La Habana.

A cada nifio se le recogeran tres muestras de heces cada 6 meses durante los dos afios que dure la
investigacion, lo que coincidird respectivamente con los meses de mayo y noviembre de cada afio. La
enfermera del circulo le entregara a cada padre o tutor los frascos donde recogeran las muestras, las que se
analizaran en el Laboratorio Nacional de Parasitismo Intestinal del IPK.

Ademas, a cada padre que dé su autorizacion para participar en el estudio, se le recogeran datos clinicos y
epidemioldgicos del nifio en una entrevista individual con el médico parasitélogo, estos datos se recogeran
en un modelo de encuesta confeccionado al efecto. En caso de que al nifio se le diagnostique infeccion con
Giardia u otro parasito intestinal el médico del circulo infantil le indicara el tratamiento apropiado.

Esta investigacion serd util para conocer los patrones de infeccion a diferentes parasitosis en los nifios, y
los aspectos epidemioldgicos, y bioldgicos relacionados con el parasitismo en nuestros nifios de circulos
infantiles.

Declaro que he sido informado (a) del objetivo del estudio, asi como la importancia de los resultados de la
investigacion para la adopcion de medidas que conduzcan a un mejor control de las enfermedades
parasitarias intestinales.

Para constancia de lo expuesto con anterioridad firmamos este documento a los dias del
mes de del afio

Nombre del nifio
Nombre del padre o tutor

Firma del padre o tutor:
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ANEXO 2 ) )
ENCUESTA PARA NINOS DE CIRCULOS INFANTILES

Encuesta No................

Nombre y Apellidos del Nifio:

Nombre y apellidos de los padres o tutores:
Nombre del Circulo Infantil:

Afio de Vida:

Direccion particular: Calle

Barrio Municipio
Peso: (kg.) Talla:

No. entre

Fecha de llenado de la encuesta:

1

2.

EDAD: (Afos cumplidos)

FECHA DE NACIMIENTO:

Provincia
. (cm.)

(Dia/Mes/Afio)
7. SINTOMAS EN LOS ULTIMOS 6 MESES.

SEXO.

MasculinoSI _~ NO ___
Femenino.SI _ NO ___
Color de Piel.

o Blanco SI_NO_

o Negro SI NO
OMestizoSI__~ NO
oAmarilloSI__~ NO __

Lactancia Materna

SI_NO
Duracion (Meses)
6. No. de miembros nucleo
familiar

- Diarreas Si NO
- Dolor abdominal Si NO
- Vomitos Si NO
(Dia/Mes/Afo) - Nauseas Si NO
- Anorexia Si NO
- Pérdida de peso Si NO
- Prurito anal SI NO
- Pérdida de apetito Si NO
- Fatigas Si NO
- Flatulencia Si NO
- Dolor de cabeza Si NO
- Urticaria Si NO
- Rinitis alérgica SI_ NO _
- Otros. (Cuales?:
- Ninguno SI_  NO

8. AUSENCIAS AL CIRCULO INFANTIL POR EPISODIOS DE DIARREAS
EN LOS ULTIMOS 6 MESES.

SI_NO

No. de Ausencias:

No. de Episodios diarreicos:

PARA SER LLENADO POR EL

LABORATORIO

Resultados del ler. Corte transversal (0 mes-Comienzo)

Parasitos diagnosticados

Directo Ritchie Total

Muestra 1

Muestra 2

Muestra 3

Total




Resultados del 2do. Corte transversal (6 meses)

Parasitos diagnosticados

Directo Ritchie Total
Muestra 1
Muestra 2
Muestra 3
Total
Resultados del 3er. Corte transversal (12 meses)
Parasitos diagnosticados
Directo Ritchie Total
Muestra 1
Muestra 2
Muestra 3
Total
Resultados del 4to. Corte transversal (18 meses)
Paréasitos diagnosticados
Directo Ritchie Total
Muestra 1
Muestra 2
Muestra 3

Total
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ANEXO 3

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Informacion a los Padres o tutores legales

Protocolo de Investigacion:
“Estudio caso-control en los pacientes reinfectados con Giardia lamblia”

El Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri"(IPK), se propone realizar una investigacion acerca de
los factores de riesgo y las condiciones de vida de los nifios que asisten al circulo infantil y se les
diagnosticd infeccion con Giardia lamblia en tres 0 mas ocasiones durante la investigacion (grupo de
casos) y compararla con la de nifios que también asisten a los mismos circulos, pero a los que nunca se
les diagnostico infeccion con Giardia (grupo control).

Si el padre o tutor legal autoriza a participar en el estudio, los investigadores visitaran las casas de los
nifios y a cada padre o tutor se le recogeran datos clinicos y epidemioldgicos en una entrevista individual.
Estos datos se recogeran en un modelo de encuesta confeccionada al efecto. Esta investigacion sera Util
para conocer los patrones de infeccion de este parasito en los nifios, y los aspectos epidemiolégicos,
relacionados con su transmision.

Declaro que he sido informado (a) del objetivo del estudio, asi como la importancia de los resultados de
la investigacion para la adopcion de medidas que conduzcan a un mejor control de las enfermedades
parasitarias intestinales.

Para constancia de lo expuesto con anterioridad firmamos este documento a los dias del
mes de del afo

Nombre del nifio
Nombre del padre o tutor

Firma del padre o tutor:
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Anexo 4

ENCUESTA PARA NINOS DE CIRCULOS INFANTILES. ESTUDIO DE
CASOS-CONTROLES
Encuesta No.
Nombre y Apellidos del Nifio:
Nombre y apellidos de los padres o tutores:
Nombre del Circulo Infantil:

Direccidn particular: Calle No entre y
Barrio: Municipio: Provincia:

Edad: __ (afios cumplidos). Afio de vida en el circulo:

Fecha de nacimiento: SEXO: Masculino Femenino
(Dia/Mes/Afo)

Fecha de llenado de la encuesta:

(Dia/Mes/Afo)

SOBRE FACTORES SOCIOECONOMICOS Y CULTURALES
A). No. Integrantes en la Vivienda

Grupo de Edad Género 0 Sexo Total
Masculino Femenino
Menor de 1 afo
De 1 a 4 afios
De 5-16 afos

De 17-55 afnos
De 56-60 afnos
De 61-70 afnos
De 71 afios y mas

Total
B) Salario total devengado por el nicleo familiar. (pesos cubanos)
C) Percépita Familiar (pesos cubanos).
D) Nivel de escolaridad de la madre (altimo grado vencido)
E) Nivel de escolaridad del padre (altimo grado vencido)
F) Presencia de equipos electrodomésticos:
1. Radio Si NO ¢Cuantos?
2. Refrigerador Sl NO ¢Cuantos?
3. Ventilador Sl NO ¢Cuantos?
4. Televisor SI NO ¢Cuantos?
5. Batidoras Sl NO ¢Cuantos?
6. Videos S NO ¢Cuantos?
7. Otros:
G) Composicion de la Vivienda
- Portal SI NO - Sala-Comedor SI__ NO
- Sala SI NO __ - Cocina SI_ NO
- Comedor S NO_ - Sala-Comedor- CocinaSI__ NO _
- Dormitorios SI_ NO Cantidad-No.

- NUmero de personas por dormitorio



- NUmero de personas por cama
- NUmero de matrimonios o uniones conyugales durmiendo en una cama

SOBRE HABITOS HIGIENICOS
1 - ;Como usted lava los vegetales?

a) ¢Lava las verduras por mazos?. Si No__
b) ¢Lava las verduras hoja por hoja?. Si No
c) ¢Coémo usted lava las verduras?
Enlapila __  Introduciéndola en recipientes Otros
Lavado de Vegetales (para ser llenado por el entrevistador)
Correcto Incorrecto
2- ¢De donde proviene el agua de beber en su casa?

De la pila Depozo

Depipa De presa

Agua Mineral Otros ___

(Cual?

- ¢Almacena usted el agua de beber en algin depdsito? S NO _
- ¢Ese depdsito se utiliza solo para agua en el hogar? Sl NO _
- ¢Hierve usted al agua? SI ___ NO

Enséfienos el recipiente en que usted hierve el agua

Si se corresponde las incrustaciones con la respuesta anterior

No se corresponde las incrustaciones con la respuesta anterior
- Después de hervida el agua ¢Cémo la guarda?

T apada Destapada

3- Las reglas de higiene plantean que todo el mundo debe lavarse las manos antes de
sentarse a comer y después de hacer las necesidades. Sin embargo, sabemos que no todas
las personas tienen la posibilidad de hacerlo.
¢En qué caso esta usted?
___ Se lava las manos siempre antes de comer y después de las necesidades.
____Se lava las manos en ocasiones para ambas cosas.
____ Se lava las manos siempre antes de comer y en ocasiones después de las
necesidades.
___ Selava las manos en ocasiones antes de comer y siempre después de las
necesidades.
__ Nunca se lava las manos para una u otra cosa.
¢Su hijo se lava las manos antes de sentarse a comer?
Siempre Frecuentemente A veces Nunca
¢Le lava usted las manos a su hijo después de hacer las necesidades?
Siempre Frecuentemente A veces Nunca
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ANEXO 5

Protocolos de trabajo

1. Cultivo de Giardia lamblia.

Férmula del Medio de Cultivo axénico TY1-S-33, para crecimiento “in vitro” de trofozoitos de

Giardia lamblia
Reactivo 500 ml

Triptona (digestion pancreética de

caseina) 10g
Extracto de levadura 59
Dextrosa (D-Glucosa) 59
NaCl 19
L-Cisteina 1lg
Acido Ascorbico 01g
K.HPO, 059
KH-PO4 039
Sulfato Férrico de Amonio (0,224 g/IC 0,5 mi
Bilis Bovina comercial 0,25¢g

1000 ml 0L
209 2009
10g 100 g
10g 100 g
29 20¢g
29 20¢g
024¢ 29

Ig 10¢
0649 649

Imi 10 mi mi H20 bidestilada)
059 59

1. Ajustar pH a 7,0-7,2, con NaOH 2N. Esterilizar por filtracion, primero con membranas de 0,8 y 0,45

jim, y finalmente con membranas de 0,22 p.m.

2. Almacenar a -20° C.

3. En el momento de usar se coloca suero bovino al 10% (puede ser de ternera con calostro o sin

calostro, o fetal) inactivado por calor (56°C por 20 min).

4. Durante el crecimiento in vitro los organismos se desarrollan en tubos de cristal bien sellados, los que

se llenan casi por completo con medio de cultivo. Cuando esto sea imposible, como por ejemplo



cuando se clona o se hacen diluciones en placas de 96 pocilios, entonces se usa una bolsa sellada

conteniendo algun generador de anaerobiosis.
2. Subcultivo.

a) Poner 5 mi de medio fresco en tubos 13 x 100.

b) Adicionar 0,2-0,5 mi de medio con parasitos en fase logaritmica de crecimiento, previamente
enfriados en bafio de hielo por 10 min.

¢) Incubara 37° C.

Nota: Los cultivos se deben monitorear diariamente al microscopio y los subcultivos deben realizarse

entre las 48 y 72 h segun el aislamiento.

3. Criopreservacion de los parasitos.

3.1. Congelacion

a) Tomar un cultivo con la monocapa formada.

b) Poner en bafio de hielo por 10 min.

c) Centrifugar a 300 g por 5 min.

d) Remover el sobrenadante.

e) Adicionar 5 mi de medio fresco y mezclar.

f) Transferir 0,5 mi para un tubo de criopreservacion y adicionar 0,5 mi de Dimetil Sulféxido (DMSQ)
al 10% en agua destilada.

g) Poner los tubos a -20° C por 1 hora (importante deben congelarse)

h) Pasar inmediatamente para Nitrogeno liquido -196 °C.

Nota : Todo el proceso debe ser con material estéril, en el flujo laminar.

3.2. Descongelacion

a) Sacar los tubos del nitrégeno liquido y poner en un bafio a 37° C.

b) Pasar para un tubo 13 x 100 y poner 5 mi de medio fresco.

c) Ponera 37° C por 4 h, si los parasitos se han adherido al cristal cambiar el medio.

d) Incubar a 37° C por 24 h y reemplazar el medio nuevamente. Nota: Todas las etapas deben realizarse



ANEXO 6 — Datos clinicos y
epidemiologicos relacionados con
aislamientos



ANEXO 6

Datos clinicos y epidemiolégicos principales de los nifios en los que se obtuvieron los 18 aislamientos de

G. lamblia.

Caracteristicas
Aislamiento Edad, sintomatologia (comportamiento cinético en el estudio longitudinal)

C3 edad 5 afios, signos alérgicos, (++++)

C4 edad 4 afios, asintomatico (- -+-)

C5 edad 2 afios, episodios diarreicos, (+-++)
C6 edad 2 afios, episodios diarreicos, (++++)
C7 edad 4 afios, episodios diarreicos, (++++)
C8 edad 4 afos, asintomatico, (- -++)

C10 edad 2 afios, asintomatico (-+ -+)

C11 edad 3 afios, episodios diarreicos, (++ -+)
C13 edad 3 afios, asintomatico (-- + -)

C17 edad 2 afos, ND (------------- +)

C19 edad 3 afios, episodios diarreicos, (++ - +)
C20 edad 3 afios, asintomatico, (- + -+)

C25 edad 4 afios, signos alérgicos, (++++)
C27 edad 4 afios, asintomatico, ( ------------- +)
C28 edad 4 afios, asintomatico, ( ------------- +)
C33 edad 4 afios, asintomatico, (-- + +)

C36 edad 2 afios, cuadros diarreicos, (++ -+)

+ Examen parasitoldgico semestral positivo a infeccion por Giardia lamblia.
- Examen parasitol6gico semestral negativo a infeccion por Giardia lamblia.
ND: Dato no disponible.





