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Silvia Taroncher Ferrer, 2019.- Parasitosis intestinales en pacientes con
malabsorcion a lactosa y/o fructosa. Valoracion del efecto de la terapia combinada
(farmacoldgica y nutricional). Tesis doctoral (Dirs. Dra. Maria Trelis Villanueva, Dr.
Juan Francisco Merino Torres y Dr. Antonio Osuna Carrillo de Albornoz), Facultat de
Farmacia, Universitat de Valéncia, Valencia, 2019. 203 pp.

La malabsorcion de carbohidratos entre adultos es cada vez mas frecuente. Estudios
recientes sugieren una relacion entre las parasitosis intestinales y el desarrollo de
estos procesos patolégicos. Las enteroparasitosis provocan cambios en la mucosa
intestinal asociados con mala digestion y malabsorcion de los alimentos. Este estudio
ha analizado la frecuencia de parasitos intestinales en individuos adultos con trastornos
gastrointestinales cronicos y diagndstico de malabsorcion a carbohidratos mediante el
test de aliento. Para el diagnostico parasitoldégico se combinaron técnicas
convencionales con moleculares. Los parasitos detectados fueron: Giardia intestinalis
(24,4%), Blastocystis sp. (12,6%), Endolimax nana (1,1%), Entamoeba hartmanni
(1,1%), Entamoeba coli (1,1%) y Cryptospordium parvum (0,7%), con una prevalencia
general de parasitacién del 39,8%. La combinacion de técnicas diagnosticas directas e
indirectas resulta imprescindible para el adecuado diagnéstico de G. intestinalis en
este tipo de pacientes. Se ha identificar dos factores de riesgo de parasitosis en nuestro
medio, las profesiones con contacto directo con humanos, asi como el consumo
habitual de alimentos ecol6gicos. A nivel analitico se detectaron déficits de vitaminas
liposolubles y micronutrientes, marcadores de sindromes de malabsorcion, mas
pronunciados en los pacientes parasitados. La parasitacion por G. intestinalis se
manifiesta frecuentemente como malabsorcion a fructosa, resultando significativa dicha
asociacion. Tras aplicar a los pacientes parasitados una terapia combinada con
antiparasitarios y manejo dietético-nutricional, se repitieron los test diagndsticos para
evaluar la eficacia de la intervencion. Entre los parasitados con malabsorcion de
fructosa, el 48,1% recuperé totalmente su capacidad de absorcion y el 25,9% mejord
parcialmente; en aquellos con malabsorcidn inicial de lactosa, mejoraron totalmente el
41,2%, y el 37,5% lo hizo de forma parcial. La terapia combinada ha obtenido
elevados indices de mejora.

PALABRAS CLAVE: Parasitos, Giardia, Blastocystis, Cryptosporidium,
malabsorcién, fructosa, lactosa, antiparasitario, dieta.
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ABREVIATURAS, SIGLAS Y ACRONIMOS

e ADA: Arginina deaminasa

e ALDO B: Aldolasa B

e BSA: Albumina de Suero Bovino

e Ct: Cycle threshold (ciclo umbral)

o DFA: Direct Fluorescent Antibody (Fluorescencia directa con anticuerpos)

e DO: Densidad Optica

e EC: Enfermedad Celiaca

e EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

e EFSA: Agencia Europea de Seguridad Alimentaria

¢ EIA: Enzimoinmunoensayo

e EIl: Enfermedad Inflamatoria Intestinal

e ELISA: Enzyme-Linked Inmunosorbent Assay (ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas).

e FITC: Isotiocianato de Fluoresceina

o FODMPASs: Fermentable Oligosaccharids, monosaccharids, disaccharids and
polyols (Oligosacaridos, monosacaridos, disacaridos y polioles fermentables)

e GalNAc: N-acetilgalactosamida

e gdh: Glutamato Deshidrogenasa

e GLUT-5: Glucosa transporter type 5 (transportador de glucosa tipo 5)

e IC: Intervalo de confianza

e ICT: Inmunocromatografia

e 1g: Inmunoglubulina

e KCI: Cloruro de potasio

e KH,PO,: Fosfato monopotasico

e Na;HPO,: Fostafo disddico

e NaCl: Cloruro de sodio



NO: Oxido Nitrico

OCI: Ornitinacarbailtransferasa

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PBS: Phosphate-Buffered Saline (tampdn fosfato salino)

PBS-T: Tampdn fosfato salino con Tween-20

PCR: Polymerase Chain Reaction (reaccidn en cadena de la polimerasa)
ppm: Partes por millon

gPCR: PCR cuantitativa o tiempo real

SIBO: Sobrecrecimiento bacteriano

SlIl: Sindrome de Intestino Irritable

SSU-rRNA: Small Subunit ribosomal ribonucleic acid (subunidad pequefia del
ARN ribosomal)

STs: Subtipos

Th: Linfocitos T helper (cooperadores)

tpi: Triosa Fosfato Isomerasa

VSP: Variable Surface Proteins (proteinas variables de superficie)
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1.1 PARASITOSIS INTESTINALES

Las enfermedades parasitarias tienen un gran impacto en la salud humana y animal.
Entre ellas, las parasitosis intestinales afectan a una gran proporcion de la poblacion
mundial, tanto en zonas rurales, como en zonas urbanas (Naghari et al., 2017; Vos et
al., 2017). Estas infecciones son generalmente subestimadas en poblacion adulta, por
cursar en la mayoria de los casos de forma asintomatica, pero sin embargo representan
un factor de morbilidad importante por su caracter debilitante e incapacitante (Solano
et al., 2008).

1.11 PREVALENCIA A NIVEL MUNDIAL DE LAS PARASITOSIS
INTESTINALES

Las parasitosis intestinales afectan a cualquier grupo de edad, no obstante, la
prevalencia es mayor en los nifios. La poblacion infantil, es especialmente susceptible
a padecer enteroparasitosis y a desarrollar sintomatologias agudas; en cuanto a las
personas adultas, la levedad o la falta de especificidad de los sintomas, pueden
propiciar la cronicidad de dichas infecciones (Solano et al., 2008). La Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), afirma que mas de la quinta parte de la poblacion
mundial esta infectada por uno o varios parasitos intestinales, llegando incluso a

alcanzar al 45% de la poblacion en zonas de Africa, Sudamérica y América Central.

La falta de herramientas de diagndstico adecuadas para muchas de estas enfermedades
hace que la investigacion sobre nuevos tipos de dispositivos de deteccion sea una
necesidad. Las parasitosis de origen zoondtico son una de las causas de pérdidas
econdmicas sustantivas en las poblaciones ganaderas, por ello ha crecido el interés en
los Gltimos afios en comprender la transmision de enfermedades entre animales
silvestres y domésticos, y entre ellos y la poblacion humana, lo que ha dado lugar a la
aparicion del "enfoque de salud Unico", que tiene como objetivo modelar la
transmision de enfermedades parasitarias, la deteccion y el control de la transmision.

Ademas, el diagndstico rapido de muchas enfermedades parasitarias complejas con
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tratamientos a tiempo y medidas de control especificas son esenciales para evitar los
efectos secundarios que estas generan, las comorbilidades y las pérdidas econémicas
(S&nchez-Ovejero et al., 2016). Cada vez son mas frecuentes las infecciones de origen
alimentario o0 zoonosis alimentarias constituyendo una causa importante de morbilidad
y mortalidad en todo el mundo. La intensa actividad comercial y la movilizacion de las
personas, animales, sus productos y subproductos, asi como los cambios sociales y
demograficos propician un nuevo periodo de enfermedades emergentes y
reemergentes que intensifica la importancia de adquirir y difundir el conocimiento

existente acerca de las zoonosis (OMS, 2013).

En la década de los 60s, la mayoria de las enfermedades transmitidas por los alimentos
estaban relacionadas con agentes etiolégicos viricos o bacterianos (Salmonella spp.,
Clostridium botulinum y Staphylococcus aureus), pero en las Gltimos afios, estan
recibiendo mas atencion los casos de zoonosis parasitarias ya que en estudios
recientes se ha visto que las infecciones transmitidas por los alimentos; como es el
caso de la toxoplasmosis, la giardiosis o la cisticercosis, afectan a millones de
personas en todo el mundo (Macpherson et al., 2000). Concretamente, la giardiosis y
la criptosporidiosis son dos de las protozoosis intestinales mas frecuentes causantes de
infecciones gastrointestinales en Europa (EFSA, 2011; Caccid & Chalmers, 2016;
Horton et al., 2018).

Giardia intestinalis es, en la actualidad, el protozoo intestinal mas prevalente del
mundo. Los primeros brotes registrados por consumo de agua contaminada datan ya
de los afios 60 en Estados Unidos (Vazquez & Campos, 2009). Su prevalencia varia
segun el pais en el que nos fijemos: los paises industrializados muestran entre un 2 y
un 7 %, mientras que en paises empobrecidos se alcanza hasta un 30%. Asimismo,
cabe destacar que es el patdgeno responsable del 25 % de las enfermedades

gastrointestinales que se registran (Odoi et al., 2004; Cordero et al., 2014).
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1.1.2 PREVALENCIA EN ESPANA DE LAS PARASITOSIS INTESTINALES

Segun datos aportados por el Sistema de Informacion Microbioldgica (SIM) del
Instituto de Salud Carlos 111, entre los principales agentes infecciosos reportados en
pacientes del pais encontramos a los parasitos intestinales. Asimismo, en los Gltimos
afios se ha observado una tendencia al alza en el nimero de brotes alimentarios por
microorganismos patdgenos, entre los que se describen casos de parasitosis (Fos et al.,
2000). En el afio 1999, este organismo publico 213 casos de Blastocystis sp., 97 casos
de Cryptosporidium spp. y 523 casos de G. intestinalis. Entre los parasitos declarados
a nivel nacional, los parasitos més frecuentes, en orden decreciente fueron: G.
intestinalis, Enterobius vermicularis, Blastocystis sp., Toxoplasma gondii,

Cryptosporidium spp. y Taenia solium.

Los datos que proporciona el SIM como tal, pueden resultar muy Gtiles como punto de
partida en la identificacién de los principales agentes etioldgicos, deteccion de brotes
epidémicos y en la identificacién de nuevos agentes y patologias emergentes, sin
embargo, tiene sus limitaciones. No todas las parasitosis son enfermedades de
declaracion obligatoria, y no todos los laboratorios de analisis comunican sus
diagnoésticos, por tanto, lo que refleja este boletin podria no ser real y estar
infravalorado. Este mismo organismo aporta el resumen de datos declarados por
Comunidad Auténoma. En la Tabla 1 se pueden consultar los datos para el afio 2017,
en el cual se registraron 556 casos de Cryptosporidium spp. siendo el Pais Vasco, la

comunidad espafiola con mayor prevalencia (207 casos).

En cuanto a la giardiosis, la Comunidad Auténoma con mayor numero de casos
declarados fue Catalufia con 652 casos, seguida por el Pais VVasco con 492 casos. Se
declararon un total de 2.917 casos, una cifra muy por encima de la de

Cryptosporidium spp.
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Tabla 1: Resumen de casos de cryptosporidiosis y giardiosis por
Comunidades Auténomas (Entre el 2 de enero y el 31 de diciembre del
2017. Red Nacional de Epidemiologia. Centro Nacional de Epidemiologia).

COMUNIDAD AUTONOMA | cryptosporidiosis giardiosis
Andalucia 6 97
Aragon 12 117
Asturias - -
Baleares - -
Canarias 25 199
Cantabria 30
Castillay Ledn 10 125
Castilla La Mancha 3 102
Catalufia 68 652
Comunidad Valenciana 75 457
Extremadura 3 50
Galicia - -
Madrid 81 398
Murcia - -
Navarra 57 194
Pais Vasco 207 492
Rioja (La) 8 -
Ceuta 1 2
Melilla - -
Extracomunitarios 0 2
Total Pais 556 2.917

Mas alla de la informacion proporcionada por el SIM, existen algunos estudios sobre
la prevalencia espafiola de parasitosis intestinales en poblacion infantil, coincidiendo
la mayoria en que el 89% de las parasitosis son producidas por parésitos unicelulares
en el siguiente orden de frecuencia: Blastocystis sp., G. intestinalis, Entamoeba coli y
Endolimax nana (Lara et al., 2010). Otros estudios presentan a G. intestinalis y

Cryptosporidium spp. como los mas frecuentes en edades inferiores a 5 afios (LOpez &
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Pérez, 2011). Lara y colaboradores en 2010 analizaron los parasitos intestinales en
muestras fecales de nifios escolarizados en 2° ciclo de Educacion Infantil y Primaria de
la ciudad de Valencia; en total fueron 1.031 participantes y se obtuvieron 32
aislamientos de G. intestinalis, es decir, una prevalencia del 6,1 %.

1.1.3 FISIOPATOLOGIA DE LAS PARASITOSIS INTESTINALES

En estos Gltimos afios han aumentado las investigaciones sobre el papel de los
parasitos intestinales en la etiologia de los trastornos digestivos funcionales
caracterizados por molestias abdominales en respuesta a estimulos luminales,
exposicion antigénica (agentes infecciosos o alimentos) o psicosomaticos. Asimismo,
y de forma concreta, algunos estudios empiezan a relacionar positivamente a las
parasitosis intestinales producidas por organismos unicelulares con dispepsias
funcionales, sindromes de malabsorcion y el sindrome de intestino irritable (SII)
(Moya-Camarena et al., 2002; Yakoob et al., 2005; Grazioli et al., 2006; Stark et al.,
2006; Abulhasan et al., 2013; Fouad et al., 2014; Cifre et al., 2018), patologias cada

vez mas prevalentes en nuestra sociedad.

De forma general, las parasitosis intestinales se suelen acompafiar de una inflamacion
intestinal asociada con un aumento de la apoptosis de los enterocitos, una renovacion
celular acelerada, un trasporte anormal de los electrolitos, una pérdida de la funcién
barrera (afectacion de las uniones estrechas) y, de forma secundaria, la penetracion de
bacterias comensales. Estos serian los principales mecanismos propuestos como
responsables del dafio causado por dichos parasitos, los cuales llevarian asociados
cuadros de mala digestion y malabsorcion, mas o menos generalizados en funcion de
la porcién intestinal afectada. Estas infecciones podrian cursar de forma cronica
por diversos motivos y, con ello, se agravarian los efectos a nivel inmunolégico y
nutricional (Troeger et al., 2007; Cotton et al., 2011; Chen et al., 2013; Halliez &
Buret, 2013; Bartelt & Sartor, 2015; (")gren et al., 2016; Fink & Singer, 2017).

El protozoo intestinal patégeno mas estudiado en relacién con este tipo de patologias

es G. intestinalis, ya que coloniza la parte alta intestinal y su interaccion con el
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hospedador, provoca un dafio directo e indirecto sobre la mucosa, mas concretamente
sobre las vellosidades y microvellosidades, afectando a la absorcion de los alimentos
(Scott et al., 2004; Buret, 2005). Otros paréasitos intestinales también relacionados en
la literatura con trastornos gastrointestinales son los parésitos unicelulares Blastocystis
sp. y Dientamoeba fragilis, asi como el helminto Strongyloides stercoralis (Stark et
al., 2007, 2010; Barrat et al., 2011; Bisoffi et al., 2013). Estas parasitosis adquiridas
por adultos inmunocompetentes con frecuencia tienden a la cronicidad; las
manifestaciones clinicas son poco aparentes y muchas veces el diagnéstico, o no se
realiza, 0 no es el adecuado, quedando infradiagnosticadas, mientras tanto, estos

individuos actuaran como portadores, siendo una fuente de infeccién para otros.

Es importante considerar que el “gold standard” para el diagndstico de la mayoria de
las infecciones parasitarias sigue siendo la microscopia convencional, que presenta
importantes limitaciones en términos de sensibilidad y especificidad y, por lo general,
requiere técnicos altamente capacitados. Es necesario implementar herramientas de
diagnostico de base molecular mas precisas para la deteccion temprana, tratamientos
efectivos y exdmenes masivos con capacidades de alto rendimiento (Sanchez-Ovejero
et al., 2016; Formenti et al., 2017). Ademas de perseguir la optimizacion de las
técnicas diagndsticas, en el caso concreto de las parasitosis por sus mecanismos
inmunomoduladores y sus ciclos de vida complejos, seria recomendable considerar el
combinar diferentes técnicas parasitologicas, directas e indirectas para tratar de

aumentar la eficacia del diagndstico (Stark et al., 2007; Koehler et al., 2013).
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1.2 GIARDIA INTESTINALIS

Giardia intestinalis (sinébnimo de G. lamblia y G. duodenalis), es un protozoo
flagelado intestinal con un amplio espectro de especies animales como hospedador
tales como aves, reptiles, anfibios y mamiferos, incluido el ser humano. Es un paréasito
cosmopolita y se le considera uno de los protozoos patégeno mas comdn siendo la

principal causa de gastroenteritis y diarrea de origen parasitario (CDC, 2017).

Este parasito unicelular fue observado en 1681 por primera vez por Antony van
Leeuwenhoek (el inventor del microscopio, en sus propias heces), y fue descrito mas
tarde por Lambl en 1859 quien lo llamé “Cercomonas intestinalis”. Mas tarde, se le
asignd el nombre genérico de intestinalis por Blanchard en 1888, y el nombre de
Giardia intestinalis fue aceptado internacionalmente en 1970 (Fonte & Almannoni,
2009). Se conocen alrededor de 80 organismos con una morfologia similar a G.
intestinalis que infectan a mas de 40 especies de animales. El género en el que se
encuadra esta especie incluye otras como Giardia agilis de anfibios, Giardia muris de
roedores y pajaros, considerados como posibles agentes etiologicos de la infeccion
zoondtica por parte de la (OMS, 2015).

1.2.1 CICLO BIOLOGICO Y FORMAS DE VIDA

La transmision de G. intestinalis es fecal-oral y se produce de forma indirecta a través
de la ingesta de agua o alimentos contaminados con quistes del parasito o directamente
por manos o fémites contaminados tras el contacto con personas o animales
parasitados (Figura 1) (Xiao & Fayer, 2008; Feng & Xiao, 201; CDC 2017). G.
intestinalis presenta durante su ciclo de vida dos formas morfoldgicas distintas: el
trofozoito o forma vegetativa (Figura 2a), cuyo habitat natural es la pared del intestino
delgado y es responsable de la enfermedad; y el quiste (Figura 2b) que es la forma de

resistencia y responsable de la transmision.
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Figura 1. Ciclo de vida de G. intestinalis (CDC, 2017).

Los trofozoitos colonizan principalmente el duodeno y yeyuno, aunque algunos
pueden parasitar el ileon, si bien algunas veces remontan las vias biliares e
incluso el tubo pancreatico, pudiendo ser la causa de colecistitis y pancreatitis
(Soto & Dreiling, 1977; Halliez & Buret, 2013).

El desarrollo 6ptimo de los trofozoitos tiene lugar a un pH entre 6,4 y 7,2. Para que
tenga lugar la proliferacion se requiere una alta concentracion de nutrientes,
especialmente los que el parésito es incapaz de sintetizar de novo como el colesterol,
los amino&cidos, las bases nitrogenadas, las purinas y las pirimidinas. El trofozoito de
G. intestinalis tiene dos ndcleos iguales (Figura 2a) con un contenido igual de ADN;
ambos poseen actividad transcripcional poseyendo un gran cariosoma central. G.

intestinalis se multiplica asexualmente por division longitudinal binaria, la
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cariocinesis se produce primero, seguida de la del disco adhesivo y posterior division

citoplasmaética, produciendo asi dos trofozoitos (Figura 3).

a - . b "t;‘

Figura 2. Formas de vida de G. intestinalis (CDC, 2017).

Los trofozoitos miden aproximadamente 10-12 um de longitud, 5-9 um de ancho y 1-
2 um de espesor. Vistos de frente tienen un contorno en forma de pera y simetria
bilateral caracteristicas que la distinguen de los deméas protozoos que parasitan al

humano (Figura 3).

Figura 3. Trofozoito de G. intestinalis, disco adhesivo y
simetria bilateral por microscopia electronica de barrido.

Fuente: http://photosl.blogger.com/blogger/3913/3205/1600/Giardia.png



http://photos1.blogger.com/blogger/3913/3205/1600/Giardia.png
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En G. intestinalis, el citoesqueleto estd formado por el disco adhesivo ventral, los
denominados cuerpos medios y cuatro pares de flagelos (dos anterolaterales, dos
posterolaterales, dos caudales y dos ventrales) (Figura 2a). El disco ventral es una
estructura esencial formada por tdbulos del citoesqueleto. Las secciones transversales
del disco presentan una forma céncava, y en los bordes, forman una cresta densa
lateral o banda lateral y otra ventrolateral (Figura 4), las cuales resultan importantes en
el proceso de adhesion, pudiéndose interdigitalizar entre las microvellosidades del

intestino.

Los dos cuerpos medios son estructuras con forma de coma, situados en el centro de la
linea del trofozoito, transversalmente al eje de la célula. Esta estructura, esencialmente
formada de microtubulos, se ha utilizado como herramienta taxonémica para clasificar
las especies de Giardia (Filice, 1952). Se han identificado proteinas concretas
relacionadas con estas estructuras como la kinesina 13 (Dawson et al., 2007), EBL,
proteina asociada a los microtabulos e implicada en la organizacion de los mismos
(Kim et al., 2009), B-giardina y proteinas involucradas en la contraccion en respuesta
al ion calcio. El papel funcional desempefiado por los cuerpos medios aun no se ha
establecido, pero pudieran representar un sitio para la nucleacién de los microtdbulos
(Holberton & Ward, 1981).

El movimiento del protozoo esta asociado con los flagelos participando tanto en la
adhesion de los trofozoitos a la mucosa intestinal, como en la creacién, con su
movilidad, de una presidn negativa que forzaria a los nutrientes hacia el interior del
disco adherido a la mucosa. Los trofozoitos se alimentan por pinocitosis, vacuolas

digestivas que se describen en la superficie dorsal.

El parésito no invade el epitelio intestinal del hospedador, pero su unién provoca
cambios ultraestructurales en las células alterando la morfologia de las
microvellosidades. Otros organulos de células eucariotas, tales como mitocondrias o
peroxisomas no han sido identificados en Giardia. El aparato de Golgi solo se hace

visible en los trofozoitos durante el enquistamiento (Fonte & Almannoni, 2009).
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Figura 4. Corte transversal del trofozoito de G. intestinalis,
disco adhesivo por microscopia electrénica de transmision.

Fuente: Cortesia del Dr. Antonio Osuna,
Universidad de Granada.

Las proteinas de la superficie de Giardia han sido mencionadas como posibles
factores implicados en la patogenicidad del parasito, en particular, las que producen
las proteinas variables de la superficie o VSP (Variable Surface Protein) ricas en

cisteina, la lectina GP-49 y algunas glicoproteinas (Gargantini et al., 2016).

La forma de resistencia del protozoo en el medio ambiente y de difusién de la
parasitosis al ser humano como forma infectante es el quiste. Estos son
extraordinariamente resistentes pudiendo sobrevivir en el medio externo durante
meses en ambientes humedos y frios; resisten al cloro empleado para el tratamiento
convencional de las aguas, pero son sensibles al calor y a la desecacion. La dosis
infectante para el ser humano es muy baja y se estima en torno a los 10 quistes
(Betancourt & Rose, 2004; Carmena et al., 2007). EI quiste presenta una forma ovoide
o0 elipsoide, cerca de 7-10 um de longitud por 5-8 um de ancho (Figura 4). La parte
externa estd formada por una capa fina, de 0,3 um de espesor, compuesta por
filamentos de 7-30 nm de ancho. Por debajo de la superficie filamentosa hay dos
membranas separadas por el espacio periplasmico, adyacente a la pared. En el interior

del quiste maduro se encuentran dos trofozoitos, observandose 4 nucleos. Los estudios
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sobre la composicion glucidica de la pared demostraron que la N-acetilgalactosamida

(GalNAC) es el aztcar predominante (Chatterjree et al., 2019).
1.2.2 EPIDEMIOLOGIA DE LA GIARDIOSIS

Se estima que alrededor de 280 millones de personas al afio presentan diarrea aguda en
todo el mundo causada por G. intestinalis. Este parasito, es el agente etioldgico de la
mayoria de los brotes de diarrea causados por aguas contaminadas, siendo por tanto el
tipico ejemplo de lo que se denomina “Water-borne disease” (Carmena et al., 2007,
Einarsson et al., 2016; Horton et al., 2018).

En los paises industrializados, la incidencia de G. intestinalis se encuentra entre 2-7%,
si bien estos datos se consideran subestimados; mientras en los paises empobrecidos
las tasas de infeccion pueden llegar al 50% de la poblacion (Minetti et al., 2015)
comprometiendo el desarrollo y el crecimiento socioeconémico de estos paises como
una més de las enfermedades olvidadas “Neglected Diseases” junto con la
criptosporidiosis desde 2004 (Savioli et al., 2006). Son conocidas las epidemias de
giardiosis producidas por contaminacion de aguas de consumo humano, tanto en el
Reino Unido como en Colorado (Estados Unidos), Canada y Noruega (Kent et al.,
1988; Nygard et al., 2006; Karanis et al., 2007; Baldlursson & Karanis, 2011; Horton
et al., 2018).

En un examen de los brotes humanos de las enfermedades transmitidas por el agua,
entre los afios 2004 y 2010, se indicé que G. intestinalis representd un 35% de estos
brotes en los paises de ingresos mas altos. Este dato se ve respaldado por datos
recientes de 2011 a 2016, donde se refleja que el 37% de los brotes mundiales de
parasitos intestinales son debidos a este protozoo y que la mayoria de los datos de
estos estudios fueron declarados por paises de rentas altas, ya que los paises de bajos
ingresos a menudo carecen de los sistemas de vigilancia necesarios. De momento, la
carga real de brotes de transmsion por el agua de Giardia seguira siendo desconocida
hasta que se apliquen programas de vigilancia a nivel mundial. Asi mismo, la

transmision alimentaria de G. intestinalis también estd siendo reportanda, debido al
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lavado o manipulacion inadecuada de productos vegetales (Amorods et al., 2010;
Horton et al., 2018; Ryan et al., 2018).

La giardiosis presenta un amplio espectro clinico que va desde la infeccion
asintomatica hasta la posibilidad de un curso grave con pérdidas de peso importantes y
cuadros de malabsorcion. Hoy en dia, todavia no existe una explicacion satisfactoria
para la diversidad de sintomas y signos asociados a la giardiosis. Sin embargo, se ha
demostrado una alta diversidad en las caracteristicas genotipicas y fenotipicas de los
aislados de G. intestinalis, y existen estudios que tratan de relacionar estas diferencias
en los genotipos y subtipos con los efectos patoldgicos inducidos en el hospedador, en
relacién con la virulencia del parasito, la microbiota, las co-infecciones, la respuesta
inmunitaria del hospedador y la susceptibilidad del protozoo al fArmaco de eleccion
(Figura 5) (Fouad et al., 2014; Bartelt et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al., 2017).

Asymptomatic

D
Q.9 Q
29% @
Disease determinants:
Giardia strain & source
Nutrients
Co-enteropathogens
Microbiota

Host genetics and immunity

Immune modulation by Giardia
Protection against Persistent diarrhea &

acute diarrhea malabsorption
Chronic sequelae:
Irritable Bowel Syndrome
Growth faltering/Failure to Thrive
Chronic Fatigue
Cognitive impairment
Post-infectious arthritis
Uveitis, retinal lesions
Urticaria

Figura 5: Determinantes y mecanismos de la evolucién clinica de la giardiosis.
Desde los casos asintomaticos, la proteccion frente a la diarrea aguda, a la
diarrea persistente y los sindromes de malabsorcion (Bartelt et al., 2015).
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Estudios recientes basados en el analisis de las secuencias del ARN ribosémico, y en
la comparacion de diferentes familias de genes, demuestran la escasa presencia de
intrones en su ADN, lo que junto con la falta de reproduccion sexual y la ausencia de
mitocondrias en su citoplasma hace pensar en un organismo de caracteristicas muy
primitivas, en posicion basal de la filogenia molecular (Sugaya & Otsuka, 2002;
Kolisko et al., 2005; Morrison et al., 2007), por tanto, un organismo separado, al igual
que el resto de los diplomonadidos, de los restantes flagelados. Algunos estudios
llegan un poco mas lejos, y colocan a Giardia como ejemplo de la aparicion de la
reproduccion sexual en la naturaleza, a causa de la presencia de los dos ndcleos, los
cuales tienen ademas otra funcién de resistencia a las condiciones adversas y hace
posible que se catalogue a Giardia como un posible eslabon perdido de la
reproduccion sexual (Acha & Szytres 2003; Lujan, & Svard, 2011). Asi, ademas de la
importancia de Giardia como patégeno, el protozoo es bastante atractivo para los
bidlogos celulares y evolucionistas ya que se podria considerar un protista muy

primitivo, casi en el borde de la aparicion de las células eucariotas.

La clasificacion molecular ha sido de gran valor en la comprension de la diversidad de
Giardia, tanto de origen humano como animal. Como se ha mencionado, G.
intestinalis se encuentran en una gran variedad de mamiferos, ademas del ser humano.
Aunque presentan similitudes morfoldgicas, el analisis genético de 200 cepas humanas
y de 50 aislados animales revel6 un sorprendente grado de heterogeneidad genética
(Feng & Xiao, 2011).

La caracterizacion de diferentes aislados de Giardia realizados por analisis de los
polimorfismos de los fragmentos de restriccion (RFLP) permitieron la descripcién de
tres grupos. El grupo 3 era tan diferente de los grupos 1y 2 que se sugirio la creacion
de una especie nueva, dado que las diferencias eran incluso mayores que las existentes
entre especies de otros protozoos. Posteriores estudios se basaron en andlisis de
zimodemas y RFLP, asi como en estudios cromosémicos mediante electroforesis de
campo pulsado (PFGE). Actualmente, estos estudios son considerados de valor

limitado para los estudios taxondémicos ya que se producen con frecuencia
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reordenamientos cromosomicos. Del mismo modo, la clasificacion realizada en base a
los antigenos de superficie también se consider6d de escaso valor, dada la variacion
antigénica en las proteinas de superficie (VSP) que existe en Giardia, un mecanismo
de evasion que utiliza el paréasito para escapar del sistema inmunitario del hospedador.

Actualmente el genotipado de los aislados de Giardia se realiza mediante tipado
multilocus de secuencias (MLST), amplificando especificamente los genes del
parésito que codifican las proteinas glutamato deshidrogenasa (gdh), triosa fosfato
isomerasa (tpi) y B-giardina (bg) (Read et al., 2004; Lalle et al., 2005; de Lucio et al.,
2015; Flecha et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al., 2017). Los analisis de MLST estan
especialmente recomendados en estudios moleculares poblacionales debido a su
capacidad discriminatoria a nivel de secuencias nucleotidicas, asi como para la
identificacion de infecciones mixtas de varios genotipos del parasito. Dichos
genotipados son necesarios a fin de poder correlacionar el genotipo con los estudios
epidemiol6gicos que aclaran del origen de la infeccién, asi como para estudios de
virulencia o incluso de resistencia a los tratamientos convencionales. En base a estos
estudios se dividen las cepas humanas de G. intestinalis en dos principales grupos
genéticos A y B. Estos dos grupos poseen una alta heterogeneidad genética dentro de
cada uno de ellos (Tabla 2). Los aislados de G. intestinalis pertenecientes a estos dos
grupos se distribuyen en todo el mundo, aunque los del grupo B parecen limitarse a

focos endémicos aislados.

Los aislados en humanos se clasifican dentro del genotipo A, en los subtipos | y II.
Las cepas del genotipo | (Al) son esencialmente monomorficas habiendo sido aislados
tanto del ser humano, como de animales domésticos (perros, gatos, castores, cobayas,
caballo, cerdo, cabra y vaca) (Tabla 2) y constituyen cepas zoonGticas con distribucion
mundial. El genotipo Il (All) sélo se ha encontrado en los seres humanos, mientras
que el genotipo Il (subtipo BIII), responsable de aproximadamente el 60% de las
infecciones humanas en el mundo (Ryan & Cacci6, 2013), se distribuye a través de

una amplia variedad de hospedadores, sobre todo en seres humanos, perro, castor,



43| Introduccidn

roedores y chinchilla (Tabla 2). Los aislados del genotipo B mostraron una mayor
heterogeneidad genética que la observada en los aislados del genotipo A.

Tabla 2. Genotipos y subtipos de G. intestinalis aislados de seres humanos y animales.

Designacion Grupo Grupo Clasificacion Hospedadores
propuesta Nash? Mayrhofer® de Homan® P
Humano, castor, gato,
. lemdridos, caprinos, canidos,
Genotipo Al 1 A (grupo 1) “Polish” o oo
chinchillas, équidos, cerdo,
bévidos
Genotipo All 2 A (grupo 2) Humano
Genotipo B Humano, castor, perro,
3 B (grupo 3y 4) “Belgian”
(Bllly BIV) monos, cobaya
Genotipo C Canidos
Genotipo D Canidos
. Bovino, caprino, alpaca,
Genotipo E
cerdos
Genotipo F Gato
Genotipo G Ratas
Genotipo H Mamiferos marinos

Nash et al., (1985); PMayrhofer et al., (1995): °Homan et al., (1991); %Feng & Xiao (2011)

En el caso de G. intestinalis, se encontrd que los aislados del genotipo A eran mas
frecuentes en individuos infectados asintomaticos, mientras que los aislados del
genotipo B se encontraban més frecuentemente en sujetos infectados con diarrea
persistente. Por el contrario, en encuestas realizadas de forma sistematica en Australia,
Bangladesh, Portugal, Espafia y Turquia, y otros estudios realizados en Brasil, India e
Irdn, se obtuvieron datos no concluyentes o no hubo correlaciéon entre genotipos y
sintomas. Informacidn previa sobre poblaciones pediatricas espafiolas ha demostrado
que, en pacientes menores de 5 afios de edad, la giardiosis sintomatica estuvo presente
en el 81,2% de las infecciones del subtipo All, pero sélo en el 34,6% de los casos del

genotipo B. En otro estudio, el genotipo B fue el aislado mas frecuente en nifios
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aparentemente sanos de 1 a 12 afios (57,1%) (Mateo et al., 2014). En el estudio méas
reciente de genotipado de Giardia realizado en Espafia en 2017 por Azcona-Gutiérrez
y colaboradores sobre individuos sintomaticos resultd que, el subtipo méas frecuente
entre la poblacion analizada fue el All (44%), seguido del BIV (33%) y el BIII (19%).

Se han propuesto otros grupos adicionales para Giardia procedentes de aislados de
otros mamiferos, si bien son morfoldgicamente similares a los aislados de G.
intestinalis. De hecho, un estudio secuencial de once aislados de perro han permitido
identificar dos nuevos genotipos genéticos (C y D) diferentes de los genotipos Ay B
(Tabla 2); y basandose en estudios por PCR de nueve aislados de heces de perro,
donde s6lo se encuentro un aislado similar a las cepas humanas, lo que sugiere que la
mayoria de las cepas que infectan el perro son genéticamente distintas de las que se
encuentran en el ser humano. Otros genotipos separados (E-G) se han creado para la
Giardia aislada del ganado bovino, gato y ratén (Tabla 2). Los genotipos de perro,
gato, ratén domestico y ratén de campo son muy diferentes del genotipo A y B. En
definitiva, la giardiosis puede ser considerada una zoonosis, casi exclusivamente
limitada a los genotipos A y B de G. intestinalis, lo que explicaria en gran medida las
epidemias recientes generadas tanto en Estados Unidos y Reino Unido, y el aumento
de casos que se observan en ciudades de paises desarrollados al convivir de manera

estrecha los seres humanos con sus mascotas (Kotton et al., 2010, 2017).
1.2.3 PATOLOGIA DE LA GIARDIOSIS

El espectro clinico de la giardiosis en los seres humanos es muy amplio, desde casos
asintomaticos, a diarrea aguda, pasando por sindromes de malabsorcion de
carbohidratos (lactosa, sacarosa, fructosa...) (Vega-Franco et al., 1987; Pettoello et
al., 1989; Grazioli et al., 2006), malabsorcién de lipidos y vitamina B12 (Cordingley
& Crawford, 1986; Moya-Camarena et al., 2002), lo que conllevaria a una pérdida
aguda de peso y comprometeria el crecimiento y desarrollo intelectual en poblacién
infantil. Los mecanismos responsables de los sintomas clinicos observados en la

giardiosis humana no se conocen por completo (Figura 6). Se sugirio inicialmente que
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la barrera mecénica producida por la adhesion de los trofozoitos en el epitelio
intestinal y la competencia en la absorcion de nutrientes entre el parésito y el
hospedador serian los responsables de la diarrea y la malabsorcion (Alparo, 2005).

Epithelial cells
Nutrient absorption
Proliferation and restitution
~ Barrier integrity
.\ Early clearance
\ ) ~ (TNF-a, nitric oxide, a-defensins)

Resident microbiota 7 =
Prevent Giardia colonization ’ \ ,
Nutrients eg: Bile acids and fats |
Protein (arginine)
Carbohydrates L] *
Giardia e :

Dendritic cells
3y Early clearance (IL-6)
Y\ TLR activation

’
@ Macrophages
: e Nitric oxice
S Mast cells
Nutrient acquisition: ,\\%: Early clearance (IL-6)
Arginine deiminase - s T +
Bile acid uptake = CD4* T-cells

Early clearance
Memory response

Survival adaptations:
Ventral disc & flagella
Anti-oxidant production

IL-8 cleavage B-cells

/T\r%inme depletion :
LR modulation ate clearance
Co-pathogen VSP switching (Immunoglobulin)
interactions
Altered virulence ; ;
: Possible pathologies: )
Enhanced translocation ¢ oiial cell damage \ CD8* T-cells
Reduced host defenses Dysbiosis W, 0 IFN-y
Altered adherence and Hectedat translocalk)nA Apoptosis
Villus and microvillus Microvillus shortening
shortening Disaccharidase deficiency
Malabsorption ;
Enteropathy ) ‘

Chronic Inflammation

Luminal Ecology ©@ Host Response

Figura 6: Factores determinantes de la capacidad de infeccion de G. intestinalis. Microbiota
intestinal, cepa del parasito, co-enteropatégenos y respuesta inmunitaria del
hospedador (Bartelt et al., 2015).

La patogénesis parece ser multifactorial y depende de los siguientes factores:
capacidad del parésito de causar dafio directo a la mucosa intestinal a través de su
adhesion; la presencia en el disco ventral de lectinas asociadas con un aumento de la
muerte celular; la reduccién de la capacidad de absorcion de las zonas con las
lesiones; la inhibicion de las disacaridasas; la accion de las cistein-proteasas del
parasito; la estimulacién de la respuesta inmunitaria con la liberacion de citoguinas y

la inflamacion de la mucosa con aumento del namero de linfocitos intraepiteliales. Por
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otro lado, los trofozoitos de Giardia captan las sales biliares y los &cidos grasos, un
proceso que probablemente interfiere con la solubilizacién micelar de las grasas que
conduce a la esteatorrea caracteristica de la enfermedad (Halliday et al., 1988;
Farthing, 1996). Junto con los mecanismos anteriores, la giardiosis se asocia con un
repertorio completo de cambios en la arquitectura de las vellosidades por la atrofia de
las mismas de forma parcial o subtotal, asi como a nivel de las microvellosidades,

similar a la histopatologia observada en la enfermedad celiaca (Bartelt et al., 2015).

Las alteraciones histopatologicas en la giardiosis humana fueron inducidas
experimentalmente en gerbos infectados con quistes y trofozoitos de origen humano, y
en ratones infectados con G. muris. Los ratones infectados con G. muris mostraron
una rapida produccién y migracion de los enterocitos inmaduros hasta el borde de las
vellosidades (Buret et al., 1992; Reynoso-Robles et al., 2015).

En particular, la pérdida de la longitud de las microvellosidades contribuye a la
perdida de actividad de las enzimas y transportadores que se encuentran en ellas, tales
como las disacaridasas (lactasa, maltasa y sacarasa) (Mohammed & Faubert, 1995;
Farthing, 1997) y los transportadores de fructosa GLUT-5. Por otro lado, y como
mecanismos de defensa, la diarrea puede ser responsable de la hipersecrecién de Cl-,
H,O y Na*, asi como de la reduccién de la tripsina, la quimiotripsina y de la lipasa

luminales observadas en la giardiosis clinica (Farthing, 1997).

Otros estudios como el de Fouad et al. (2014), sugieren la implicacion de la giardiosis
en la dispepsia (malestar localizado en epigastrio, plenitud, ardor, eructos, nauseas.).
En el estudio realizado, se valoraron 120 pacientes con sintomas de dispepsia y se
identificaron como causas principales de esta dolencia a Helicobacter pylori,
enfermedad celiaca y a G. intestinalis. En estos resultados aparece que el genotipo de
Giardia mas prevalente era el A. Segln estos autores, en Egipto la giardiosis es

endémica y la prevalencia de este parasito en pacientes con dispepsia es del 44%.

La asociacion entre H. pylori y G. intestinalis ya se ha descrito en estudios anteriores

sobre poblacion con dispepsia o gastritis cronica (Grazioli et al., 2006; Ugras &
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Miman, 2013). Igualmente se ha sugerido que los sintomas de la giardiosis podrian
estar asociados con un aumento en el nimero de bacterias aerébicas y/o anaerdbicas
en el intestino delgado proximal o sobrecrecimiento bacteriano (Halliez & Buret,
2013). Se ha observado que pacientes con malabsorcion e infectados con G.
intestinalis tienen niveles elevados de tres especies de Enterobacteriaceae, en
particular Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae y Enterobacter hafniae. El
estudio de la microbiota asociada a la parasitosis por Giardia mediante métodos
moleculares podria aportar una explicacion tanto de la sintomatologia como de la
predisposicion a contraer la enfermedad que ocurre en algunos grupos poblacionales
como ya apuntaban otros estudios sobre dicha asociacion (Bartelt & Sartor, 2015;
Keselman et al., 2016).

En la giardiosis, ha de considerarse la posibilidad de la aparicion de sintomas
extraintestinales sobre todo a largo plazo en infecciones cronicas. Aunque no suelen
citarse en la literatura, hay estudios que apuntan que un 1/3 de pacientes parasitados de
larga duracion con G. intestinalis presenta dichos sintomas, entre los que cabe destacar
las patologias oculares, las alergias (cutaneas y alimentarias) y las artritis (Halliez &

Buret, 2013), las cuales remitirian tras eliminar al paréasito.

La propia respuesta inmunitaria que se pone en marcha para defender de la infeccién
puede tener efectos adversos con un papel importante de la activacion de las células T
como parte de la inmunidad adaptativa (Figura 7). Se ha propuesto que dichas células
participan en la patogenia dafiando directamente a los enterocitos y promoviendo el
acortamiento de vellosidades y microvellosidades del epitelio intestinal (Scott et al.,
2004; Buret, 2005), provocando la activacion de mastocitos y células dendriticas, la
produccion de anticuerpos de mucosa (Inmonoglobulina A, IgA) y de 6xido nitrico
(NO) (Andersen et al., 2006; Roxtrom-Lindquist et al., 2006; Li et al., 2007). De igual
forma, como resultado de la respuesta inmunitaria se podrian provocar modificaciones
de la permeabilidad del intestino de forma directa o indirecta con el ataque de las

uniones estrechas (Claudina I) (Troeger et al., 2007).
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Figura 7. Evolucion de la infeccion por Giardia en el tiempo y mecanismos
de defensa (Roxstrom-Lindquist et al., 2006).

Los niveles elevados de la interlequina 6 (IL-6), fueron descritos como producto de la
presencia en el intestino de Giardia (Zhou et al., 2003) al igual que el factor de
crecimiento beta (TGF-B) (Ahmed et al., 2018) lo que podria, a todas luces, inducir
una respuesta mediada por linfocitos T cooperadores de tipo 17 (Th17) inflamatoria
necesaria para la produccion de la (IgAs) secretora presente en las mucosas de los
animales y seres humanos infectados. La importancia de este tipo de respuesta
inmunitaria se comprobé en casos de giardiosis cronicas en individuos con
hipogammaglobulinemia (Onbasi et al., 2005) o con déficit selectivo de IgA. Asi
mismo, la transferencia de IgAs procedentes de mujeres infectadas administrada a
ratones lactantes protege de la infeccion por Giardia (Korpe, 2013). De esta manera
los estudios epidemiolégicos mostraron como los nifios amamantados con leche de
madres infectadas con G. intestinalis tenian una baja incidencia (16%) frente a la de
los nifios de madres no infectadas (63%), lo que demuestra el papel protector de las

inmunoglobulinas presentes en la leche (Téllez et al., 2003). Los estudios in vitro
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demuestran como las IgA secretoras actuan inhibiendo la adherencia de los trofozoitos

a la mucosa intestinal.

El anélisis de los antigenos reconocidos por las IgAs demuestra que son las VSG,
antigenos variables de la superficie de Giardia, las principales dianas para dichos
anticuerpos (Singer et al., 2000). De igual manera también son reconocidos la o y B-
tubulina, o y pB-giardina, la arginina deaminasa (ADA); la ornitina
carbamoiltransferasa (OCI) y la a-enolasa (Hassan et al., 2002, 2005; Téllez et al.,
2005). Todas ellas son proteinas presentes en el disco adhesivo y en la parte dorsal de
los trofozoitos. La ventaja diagndstica que ofrece la produccion de IgAs especificas en
secreciones y mucosas frente a la infeccion, es que dichas inmunoglobulinas, dada su
vida media corta (5,5 dias), estan presentes en la fase activa de la giardiosis y, puesto
que la vida media de las células plasmaticas productoras de IgA es de 20 dias, se
mantendran sus niveles detectables como maximo dos meses tras la erradicacion, cosa
gue no ocurre con la IgG cuya respuesta permanece durante largo tiempo, incluso tras

superarse la infeccion.
1.2.4 DIAGNOSTICO DE LA GIARDIOSIS

El diagndstico de esta enfermedad en los seres humanos puede hacerse por la
observacion microscépica de los quistes y/o trofozoitos en muestras de heces o de los

trofozoitos en biopsias de mucosa intestinal o aspirado del fluido duodenal.

El diagnostico tradicional coprolégico se basa en la observacion de las heces
previamente tratadas mediante métodos de concentracion con acetato de etilo-
formaldehido, sulfato de cinc o dietiléter. Los trofozoitos o los quistes pueden ser
observados, igualmente, en muestras tefiidas (tricromico, hematoxilina de hierro) o
mediante inmunofluorescencia directa (IFD) usando anticuerpos monoclonales para la
deteccion de antigegno GSA 65 (Meridian Diagnostics), donde muestra una
sensibilidad de 94% y una especificidad del 98% (Figura 8) (Koehler et al., 2014;
CDC, 2017).
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Figura 8. Inmunofluorescencia directa de trofozoito y quiste
de Giardia con anticuerpos monoclonales marcados con
FITC.

Fuente: http://www.veterinaria.org/asociaciones/vet-
uy/articulos/artic_can/100/0054/images/image013.jpg

Sin embargo, dado que los quistes de Giardia no aparecen en las heces de forma
regular, la efectividad diagnéstica de la coprologia, dentro de un sistema de sanidad no
personalizado, resulta ineficaz, quedando muchos casos sin diagnosticar. La
eliminacion de los quistes sigue tres patrones de excrecion: a) excrecion alta, donde
los quistes se encuentran en todas las muestras de heces del paciente; b) excrecion
baja, donde aparecen en aproximadamente en un 30% de las heces del paciente; y c)
patron mixto de excrecion, donde los parasitos aparecen en periodos temporales
alternos de 1 a 3 semanas con excrecion elevada tras un periodo de baja excrecion,
quizés debido a las variaciones en la poblacion presente en el intestino como

consecuencia de las variaciones antigénicas del parasito (Koehler et al., 2013).

Debido a la naturaleza intermitente de la excrecion de los quistes, la sensibilidad del
examen coprolégico con una sola muestra de heces es de un maximo del 40%. Las
técnicas de concentracion y el estudio de tres muestras, obtenidas preferentemente
cada dos dias, aumenta la sensibilidad al 85%, pruebas repetitivas que en la mayoria
de los casos son hospitalariamente irrealizables. La presencia de trofozoitos en las
heces es poco frecuente, Unicamente en heces diarreicas. Los trofozoitos son muy

sensibles a las condiciones externas, produciéndose una lisis muy répida de los
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mismos, por lo que se recomienda la fijacién rapida de las muestras fecales (Koehler
etal., 2013).

En aquellos pacientes con diarrea cronica y sindromes de malabsorcion, donde el
examen coprologico da repetidos resultados negativos se recurre a la bisqueda de los
trofozoitos en el aspirado duodenal o bien se recurre a una biopsia. Aunque la biopsia
es un procedimiento cruento, puede ser Util en algunos casos ya que permite un

diagnostico diferencial con otras enfermedades (YYakoob et al., 2005).

Un método alternativo a la microscopia es la deteccion de antigenos de Giardia en
heces; se consideran métodos simples, especificos y sensibles. Entre otras, se han
desarrollado pruebas como la contrainmunoelectroforesis, con una sensibilidad y
especificidad del 90% y 95%, respectivamente, si bien no es aplicada en los

diagnosticos rutinarios de la enfermedad.

Actualmente, hay ensayos inmunoenzimaticos (EIA) comercializados con una
especificidad del 99% (99,3 a 100%) y una sensibilidad entre 88,6% al 100%, donde
se emplean anticuerpos frente al antigeno del parasito. Algunos de ellos usan
anticuerpos monoclonales para la deteccion de GSA 65 o antigegno CWP1
(ProSpecT®, Giardia rapid de microplacas, Giardia ProSpecT® CELISA®TechLab)
0 anticuerpos policlonales (Cambridge microplacas ELISA Meridian Premier, Trend
G. lamblia Direct Detection System, RS Test System) (Hopkins et al., 1993).

La tira BIOSITE® Triage IC es una membrana inmunocromatografica que permite la
deteccion simultanea de antigenos de diferentes enteroparasitos como el complejo
Entamoeba dispar-Entamoeba histolytica, G. lamblia y Cryptosporidium parvum. El
anticuerpo monoclonal utilizado para G. lamblia detecta giardina con una sensibilidad

y especificidad del 83% y 100%, respectivamente.

Los métodos inmunoldgicos clasicos basados en la deteccién de anticuerpos
circulantes muestran una alta heterogeneidad con respecto a los resultados de

sensibilidad y especificidad obtenidos. Se han desarrollado una amplia variedad de
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métodos para el serodiagndéstico de la giardiosis: inmunofluorescencia indirecta (IF1),

inmunodifusion, enzimoinmunensayo (EIA), inmunotransferencia, etc.

La especificidad y la sensibilidad dependen principalmente del tipo de antigeno
utilizado (trofozoitos intactos, extracto de trofozoitos, proteinas purificadas); del
isotipo de inmunoglobulina estudiados y de la prevalencia de la infeccion en la zona
geogréfica (si es 0 no una region endémica). La utilidad de los métodos seroldgicos
para el diagndstico de la giardiosis humana es controvertida ya que no se ha
demostrado de forma inequivoca su utilidad clinica (Behr et al., 1997). A
consecuencia de la respuesta inmunitaria adquirida, y como resultado de las
investigaciones realizadas por algunos de los integrantes del equipo de investigacion
se detecto la presencia de inmunoglobulinas IgA secretoras en la saliva de individuos
con giardiosis activa que reconocian una serie de antigenos nativos del parasito
(Rosales-Borjas et al., 1998; Hasan et al., 2002). La deteccion de anticuerpos séricos,
IgG contra G. intestinalis mediante ELISA indirecto demostrd ser un método Util en
estudios epidemioldgicos para determinar la seroprevalencia de la giardiosis a nivel
nacional en México (Cedillo-Rivera et al., 2009). Pero ademas, estudios posteriores
como el de EI-Gebaly y colaboradores (2012) fueron mas alla y evaluaron la utilidad
de esta técnica analizando las respuestas de IgA e IgG tanto en muestras de saliva
como de suero, y concluyendo que el analisis de los niveles de IgA secretora
especifica, ademas de para estudios epidemioldgicos, puede ser empleada como
herramienta diagndstica de giardiosis, con mas fiabilidad que la 1gG que puede quedar

aumentada por un periodo de tiempo mucho mayor tras haber superado la infeccion.

Por otro lado, mostraron que la resolucién de la parasitosis provocaba un descenso
rapido de la misma, por lo que podia resultar una herramienta Gtil para el seguimiento
de la parasitosis y evaluacion la eficacia del tratamiento. La deteccion de IgA en suero
resulté ser significantemente menos sensible que la deteccion de IgAs en saliva para la
deteccion de pacientes positivos. La ventaja de los ensayos salivales sobre los séricos
es que la toma de muestra es mas fécil y no invasiva, lo cual es importante

especialmente para la toma de muestra en poblacion infantil.
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Del mismo modo, Rodriguez et al. (2004) informaron que los niveles de IgAs totales y
especificos anti-Giardia fueron significativamente mayores en los nifios/as con
Giardia comparados con el grupo con otros protozoos (p <0,01), y los no parasitados
(p <0,001). En un estudio similar realizado por Walterspiel et al. (1994), demostraron
que la deteccidn IgAs anti-Giardia en la saliva es un método de diagnostico especifico
y fiable para este parasito. Para la respuesta de 1gG contra la infeccion, tanto en saliva
como en suero, demostraron que en nifios/as infectados los niveles detectados
resultaban significativamente mayores que en los no infectados (p <0,0001), pero
como inconveniente se encuentra el hecho de que los titulos de este isotipo de
anticuerpos permanecen elevados durante meses o incluso afios después de la
infeccion primaria (Jokipii et al., 1988), por lo que se podrian darse casos falsos
positivos. La aplicacién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) empleada
para el diagnostico de giardiosis, convencional o cuantitativa a tiempo real, a partir de
muestras de heces ha sido descrita por diversos autores. Para ello se ha utilizado
diferentes cebadores que amplifican secuencias especificas de ciertos genes tales como
B-giardina (bg), triosa fosfato isomerasa (tpi), glutamato deshidrogenasa (gdh), factor
de elongacion 1-alfa, espaciadores de genes del ADNr y del gen que codifica la
subunidad pequefia del RNA ribosomal (SSU-rRNA) (Ghosh et al., 2000; Bijllaardt et
al., 2014; de Lucio et al., 2015; Flecha et al., 2015; Silva et al., 2016; Azcona-
Gutiérrez et al., 2017). La sensibilidad analitica para los diferentes cebadores
especificos oscila en un rango de 1 a 10 quistes por mezcla de reaccion demostrando

que la PCR es mas sensible que la microscopia Optica y la técnica del EIA.

Sin embargo, son técnicas que comienzan ahora a ser utilizadas en los laboratorios de

rutina para el diagndstico de giardiosis.
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1.3  BLASTOCYSTIS SP.

Blastocystis es un protista del subreino Chromalveolata, filo Stramenopiles (Silberman
et al., 1996) y uno de los parasitos entéricos observados con mayor frecuencia en
muestras de heces humanas a nivel mundial (Coyle et al., 2011). El potencial patdgeno
de esta especie sigue siendo foco de intenso debate y uno de los temas candentes entre
investigadores y clinicos (Stenvold et al., 2007; Roberts et al., 2014; Subirats &
Borras, 2018), asi como si es necesario el tratamiento en todos los casos

diagnosticados o solamente en determinadas situaciones (Kurt et al., 2016).
1.3.1 CICLO BIOLOGICO Y FORMAS DE VIDA

El ciclo bioldgico propuesto hasta la fecha es monoxeno y empieza por la ingestion
del quiste via manos sucias o por alimentos y aguas contaminadas; cuando llega al
intestino, preferentemente ileon y colon, desenquista y libera trofozoitos con forma
vacuolar que rapidamente se reproducen asexualmente dando lugar a formas

multivacuolares y ameboides (Figura 9).

Figura 9. Blastocystis sp.: a. forma vacuolar; b. forma granular;
¢. forma ameboide; d. forma quiste (Parija & Jeremiah, 2013).
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Las formas multivacuolares originan quistes de pared fina responsables de las
autoinfecciones, mientras que las ameboides desarrollan pre-quistes, que sufren una
esquizogonia para finalmente formar quistes de pared gruesa, los cuales seran

expulsados al medio externo junto a las heces (CDC, 2012).
1.3.2 EPIDEMIOLOGIA DE LA BLASTOCISTOSIS

Blastocystis es cosmopolita, aunque se han registrado mayores prevalencias en paises
en vias de desarrollo ya que su transmision va ligada a medidas higiénicas deficitarias
y al consumo de aguas no tratadas debidamente (Turkeltaub et al., 2015). Su
prevalencia varia de un pais a otros, superando el 5% en los paises industrializados,
con un 18,6% en Espafia, 3,9% en Reino Unido, 6,1% en Francia y 7,1% en ltalia
reportados en estudios que emplean la microscopia optica para el diagndstico (Subirats
& Borras, 2018); y alcanzando del 30-60% en los paises pobres. La transmision puede
ocurrir de animales a seres humanos, entre seres humanos, asi como del ser humano a
animales, lo cual explica su amplia distribucién y las altas prevalencias mundiales.
Los animales implicados en la transmision zoonotica son cerdos, vacas, aves,
roedores, reptiles, anfibios e incluso insectos (Stark et al., 2007; Amaya et al., 2015)
(Figura 10).

Existe una distribucion preferencial de los subtipos (STs) entre animales que parecen
constituir el principal reservorio de contaminacién ambiental y difusion a los seres
humanos (Cifre et al., 2018). Recientemente, un estudio en muestras fecales de perros
y gatos de compaiiia en el norte de Espafia no detecté ningln caso de, descartando la
posibilidad de su papel como reservorio (de Paulos et al., 2017). Por otro lado, un
estudio realizado en muestras fecales de animales de consumo humano detectdé una
elevada prevalencia de Blastocystis sp. en cerdos (94,4%), seguido del ganado vacuno
(29,4%) y de pequefios rumiantes (14%), aunque el estudio no fue mas alla y los

aislados quedaron sin tipificar (Arpitha et al., 2018).
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Figura 10. Ciclo de vida de Blastocystis sp. y distribucion de subtipos (STs) entre animales
domésticos y salvajes responsables de la transmisién zoonética (Amaya et al., 2015).

Basado en la secuenciacién parcial del gen que codifica la subunidad pequefia del
ARN ribosémico del parasito, se han identificado diecisiete subtipos (STs) (ST1 —
ST17) detectandose los primeros nueve (ST1-ST9) en seres humanos (Roberts et al.,
2014; Adiyaman et al., 2015). De los 17 subtipos conocidos, se ha secuenciado el
genoma completo de tres, ST1, ST4 y ST7, encontrando una gran diversidad entre
ellos en términos del tamafio del genoma, contenido de guanina-citosina (GC) y
nimero de intrones. La secuenciacion y anotacion de otros genomas se estd
desarrollando y resultardn de utilidad para una mejor comprension de la diversidad
genética, la patogénesis y la evolucion metabdlica del parésito (Denoeud et al., 2011;
Wawrzyniak et al., 2015; Gentekaki et al., 2017; Cifre et al., 2018).
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1.3.3 PATOLOGIA DE LA BLASTOCISTOSIS

Existe una gran controversia respecto al potencial patégeno de este parasito, y en la
actualidad esta siendo objeto de continua revision. La blastocistosis habitualmente se
acompafia de sintomas inespecificos como diarrea, flatulencia, dolor y distension
abdominal debido a las proteasas que segregan, aunque también pueden aparecer
sintomas extraintestinales como picores o urticarias cutaneas (Balint et al., 2014).
Diversos estudios clinicos y epidemiolégicos han confirmado a Blastocystis como
patdgeno intestinal demostrando su papel como agente causal de diarrea y lo han
relacionado con el Sindrome de Intestino Irritable, aunque aun faltan estudios clinicos
gue expongan una evidencia fiable sobre una relacién entre ambos (Dominguez-
Marquez et al., 2009; Coyle et al., 2011; Fletcher et al., 2012).

Parlﬂtado por Blastocystis sp.
Genotipo de baja virulencia

* Virulencia no expresada o mantenida por
debajo del umbral de virulencia por las
condiciones ambientales v la presencia de

Sin parasito
* Entorno para la parasitacion desfavorable
* Tipo de inmumdad del hospedador

* Ausencia de microbiota especifica microbiota especifica
* Baja carga parasitaria
- * Tolerancia del genotipo del hospedador
SANO
Blastocystis sp.
positive
1 N —
CON SINTOMAS
Blastocystis sp.
positivo
. In:feccmn o expnsmmn a patégenos . Infeccion por Blastocystis sp.
Falta de exposicion a patogenos 4 *  Genotipo virulento
= Predlsposlﬂon gmeuca a mfﬂmedad *  Paciente inmunosuprimido
intestinal (Microbiota alterada; Baja . Infeccién asociada a otros virs o
diversidad bacteriana, diarrea aguda, bacterias
niveles altos de bacterias anaerobicas.. *  Disbiosis
*  Microbiota que favorezea a la
colonizacién.
b

Figura 11: Situaciones clinicas en funcién de la relacién Blastocystis sp.-ser humano.
Fuente: Adaptado de Scalan et al., 2013.
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Por otro lado, Scalan y colaboradores en 2013 propusieron que este parasito se debe
considerar no solo como un patégeno, sino también como un posible comensal ya que
se ha encontrado en hospedadores asintomaticos (Figura 11). Dichos autores
apuntaban que su presencia en las heces podria usarse como un biomarcador de la
funcionalidad intestinal. Asi pues, la patogenicidad de este parasito podria depender
no solo del genotipo y de la virulencia asociada a éste, sino también de factores del
hospedador como su estado inmunoldgico, co-infecciones o enfermedades previas
(intestinales y extra-intestinales) que puedan producir una alteracion en la microbiota

intestinal o del microambiente intestinal en general.
1.3.4 DIAGNOSTICO DE LA BLASTOCISTOSIS

Los métodos empleados para la deteccion de rutina en muestras fecales son los
microscopicos, tales como la tincién con lugol y la coloracién tricromica, mientras que
el cultivo y los métodos moleculares son los de eleccion para propoésitos de
investigacion. La sensibilidad del lugol es baja, el cultivo de los paréasitos es laborioso
y consume mucho tiempo, y los métodos basados en la amplificacion génica (PCR)
son costosos. La fluorescencia directa con anticuerpos (DFA) es considerada como el
método mas fiable para el diagnoéstico, pero su empleo es limitado, lo que significa

gue las infecciones se subestiman (Cifre et al., 2018).
1.4 OTROS PARASITOS INTESTINALES

Otros parasitos intestinales también relacionados en la literatura con trastornos
gastrointestinales son los protozoos Cryptosporidium spp., Dientamoeba fragilis,
Entamoeba coli, Endolimax nana, asi como el nematodo Strongyloides spp. (Stark et
al., 2007).

Cryptosporidium spp. es un parasito de amplia distribucion, altamente transmisible e
infectante, frecuentemente asociado con aguas de consumo o recreativas contaminadas
0 no tratadas convenientemente, siendo uno de los patdgenos entéricos méas frecuentes

en los seres humanos (Satoskar et al., 2009; Caccio & Chalmers, 2010; Horton et al.,
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2018). Se trata de un protozoo intracelular de ciclo directo, que coloniza el
intestino delgado, preferentemente duodeno, causante de la criptosporidiosis. En
pacientes inmunocomprometidos puede causar diarrea acuosa muy abundante, dolor
abdominal, vomitos y fiebre (Fayer & Xiao, 2007). En cambio, en pacientes
inmunocompetentes tras una fase aguda de diarrea, suele autolimitar de forma
espontanea. Diversos estudios han demostrado que la dosis infectante para seres
humanos es muy baja, la ingestion de 1-30 ooquistes puede causar la infeccion,
siendo la principal via de transmisién la hidrica (aguas de consumo y aguas recreativas)
por su resistencia a los desinfectantes tradicionales (Huang et al., 2004; Carmena et al.,
2007).

Otros protozoos intestinales como Dientamoeba fragilis han sido estudiados en relacién
al sindrome de intestino irritable. Muchos de los sintomas de S1lI son similares o iguales
a los que causan los parasitos intestinales. Por ello es esencial que todos los pacientes
con Sl se sometan a investigaciones parasitolégicas con el fin de descartar la presencia
de protozoos intestinales como agentes causales de los signos clinicos (Stark et al.,
2006; Barrat et al., 2011).

Existen otros protozoos, de menor relevancia clinica y frecuentes en muestras fecales
humanas: Endolimax nana, Entamoeba coli, Chilomastix mesnili, Entamoeba
hartmanni y lodamoeba butchlii. No obstante, su presencia se debe valorar si el
paciente refiere sintomatologia gastrointestinal compatible con alteraciones del transito,
meteorismo, dispepsia, distension abdominal, para valorar de forma individualizada si
se requiere el tratamiento farmacoldgico en ausencia de otras posibles causas (Stark et
al., 2006).

1.5 DIGESTION Y ABSORCION DE LOS HIDRATOS DE CARBONO

Actualmente en nuestra sociedad los hidratos de carbono son el macronutriente que
mas porcentaje de calorias aportan a nuestra dieta, alrededor del 50%. En concreto, la
ingesta de azlcares simples ha aumentado en los Gltimos afios, en forma de productos

ultra procesados con gran cantidad de azlcares afiadidos como (bolleria, refrescos,
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cereales refinados, zumos envasados...) (Alliende, 2007). La digestion de los hidratos
de carbono ocurre a través de una compleja serie de reacciones mediadas por las
amilasas salivares y pancredticas, y por disacaridasas ancladas a la membrana de los
enterocitos de la superficie del intestino delgado. Los disacéridos (lactosa, sacarosa y
maltosa) para ser absorbidos en intestino delgado requieren de un proceso de
hidrdlisis previo por enzimas especificas, resultando en monosacéridos tales como,
glucosa, galactosa y fructosa, que a su vez se valen de transportadores especificos
ubicados en la membrana apical y basolateral del enterocito para su absorcion
(Alliende, 2007; Zugasti, 2009; Riveros et al., 2014).

Asi pues, son los enterocitos maduros localizados en la parte apical de las vellosidades
intestinales los responsables de la absorcion completa de los monosacéaridos. Estos
monosacaridos, son hidrosolubles por lo que no pueden atravesar la bicapa lipidica de
la membrana celular, y, por tanto, es necesaria la existencia de proteinas

transportadoras especificas que faciliten su paso al interior de las células (Figura 12).

Sodium-glucose Glucose Transporter
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Figura 12: Transportadores implicados en la absorcion intestinal de los
monosacaridos. SGLT-1: co-transportador activo de Na+ por glucosa o galactosg;
GLUT-5: transportador de fructosa desde la luz intestinal al interior del enterocito;

GLUT-2: transportador de glucosa, galactosa y fructosa hasta los capilares
sanguineos (Lindshield & Adhikari, 2013).
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Las células epiteliales absorben estos azlcares simples a través de mecanismos de
difusion facilitada por transportadores de la familia GLUT (glucose transporters)
como el GLUT-5 localizado en yeyuno y que practicamente es un trasportador de
fructosa porque su afinidad por otros monosacaridos es minima, y el GLUT-2
localizado en la membrana lateral y basal de los enterocitos de intestino delgado, entre
otros, y que transporta glucosa, galactosa y fructosa hasta los capilares sanguineos.
Otros transportadores con mecanismos de transporte activo secundario, son los SGLT
(sodium-glucose transporters), como el SGLT-1 que intercambia dos moléculas de
sodio por una de glucosa o galactosa (Diaz & Burgos, 2002; Lindshield & Adhikari,
2013; Riveros et al., 2014). Tras la absorcidn, los azlcares se incorporan al torrente
sanguineo y a través de la circulacion llegan a los diferentes tejidos donde seran
captados por las células y utilizados para generar ATP y sintetizar los metabolitos
necesarios para que las células puedan desempefiar su funcién. La mayor parte de la
galactosa y de la fructosa es convertida en glucosa para el metabolismo celular o para

su almacenamiento (Guyton et al., 2001).

Cuando el dafio sobre el epitelio intestinal que conforman las vellosidades es intenso
o0 leve pero cronico, la renovacion celular no alcanza el ritmo normal, acortandose
las vellosidades, y con ello los enterocitos apicales pierden capacidad de absorcién al
no alcanzar el grado de madurez necesario, comprometiéndose, total o parcialmente,
su actividad enzimatica y transportadora, perdiéndose capacidad de absorcion de
nutrientes y micronutrientes. En ausencia o falta de actividad por parte de las
disacaridasas o de los transportadores, los azlcares de la dieta no pueden ser
absorbidos, consitituyendo asi un sustrato fermentable para las bacterias colonicas lo
que incrementaria la osmolaridad en el lumen intestinal, predisponiendo asi al
desarrollo de una serie de sintomas como inflamacion, distension abdominal, malestar,
dolor e incluso diarrea; sintomas caracteristicos de trastornos gastrointestinales con
diferentes etiologias, entre ellas las intolerancias alimentarias (Alliende, 2007;
Zugasti, 2009).
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La prevalencia de malabsorcion/intolerancia de lactosa o fructosa en la poblacion
general no es del todo conocida. En estudios realizados en pacientes con trastornos
funcionales digestivos la prevalencia se sitla en el 60% para la fructosa, 51% para la
lactosa y 33%, para ambos (Wilder-Smith et al., 2014).

151 LACTOSA

La lactosa es un disacarido formado a su vez por dos monosacaridos, glucosa y
galactosa, presente de forma natural en la leche y sus derivados (yogur, queso,
kefir...). Se usa como aditivo en la industria farmacéutica y también como
conservante en la industria alimentaria, por ello es habitual encontrar también lactosa
entre los ingredientes de derivados carnicos como el fiambre o embutidos con el

propésito de alargar la vida util del producto (Yang et al., 2013).

La malabsorcién/intolerancia a la lactosa es causada por un déficit (total o parcial,
primario o secundario) de la enzima lactasa, que impide la correcta hidrolisis de la
lactosa. En las sociedades que no consumen lacteos, la produccién de lactasa
desciende en el 90% de los casos durante los primeros 4 afios de vida. Sin
embargo, en poblaciones donde el consumo de leche es habitual durante afios, se
ha detectado que un alto porcentaje de la poblacién mantiene una actividad lactasa
persistente en la edad adulta. Como consecuencia de esto la prevalencia de
intolerancia primaria a la lactosa (persistente) a escala mundial varia ampliamente
segun el origen étnico. En Europa central en general es de 30 a 50%. Es menos
frecuente en poblaciones del norte de Europa, siendo menor al 10% en paises como
Suecia o Finlandia. En Espafia la incidencia de déficit de lactasa es del 15% entre la
poblacion adulta sana (Scrimshaw & Murray, 1988; Heyman, 2006; Alliende, 2007).

La lactasa se situa a nivel de las microvellosidades de los enterocitos apicales de
yeyuno e ileon proximal. En el caso de la intolerancia primaria a la lactosa o
hipolactasia adquirida, el paciente presenta el fenotipo lactasa no persistente que
indica que una persona padece o padecera el déficit de la enzima intestinal lactasa

(hipolactasia) a lo largo de su vida, lo que puede propiciarle intolerancia permanente a
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la lactosa. Actualmente se conocen 5 polimorfismos genéticos de un solo nucleétido
(SNPs) asociados con el fenotipo lactasa persistente, dos de ellos son méas frecuentes
en poblaciones de origen caucésico y los otros tres en poblaciones de origen africano,
todos ellos presentes en la secuencia del gen MCM6, conocido por regular la expresion
de la lactasa. Los genotipos de riesgo para los 5 SNPs del gen MCM®6 asociados a la
hipolactasia y a la intolerancia primaria a la lactosa aparecen reflejados en la Tabla 3
(Fajardo et al., 1994; Swallow, 2003; Infante, 2008).

Tabla 3: Genotipos de riesgo para los 5 SNPs del gen MCM6 asociados a la hipolactasia.

Polimorfismos

MCM Alelo riesgo Genotipo riesgo
C/T-13910 C cc
GIA-2208 G G
G/C-14010 G G
T/G-13915 T T
C/G-13907 C cc

En el caso de la malabsorcion a lactosa secundaria, se trata de una deficiencia
transitoria de actividad lactasa, en sujetos con actividad persistente lactasa, debida
a enfermedades o situaciones que afectan a la mucosa intestinal alterandose con ello
la actividad enzimatica. Entre ellas cabe destacar las enfermedades gastrointestinales
que conlleven una afectacion de la mucosa intestinal acompafiadas de inflamacion,
como son la enfermedad celiaca, las alergias a alimentos, la enfermedad de Crohn, u
otras afecciones de origen infeccioso (virales, bacterianas, fungicas o parasitarias)
(Ginard et al., 2003; Alliende, 2007; Reyes-Huerta et al., 2010; De los Santos et al.,
2012). La identificacion de la lactosa como causante de la
malabsorcion/intolerancia justifica la rectificacion de la dieta en direccion a modificar

su aporte a corto plazo con el objetivo de mejorar la sintomatologia del paciente.
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1.5.2 FRUCTOSA

La fructosa es un monosacérido que estd ampliamente presente en la dieta (frutas,
vegetales, miel, zumos, bolleria, reposteria...) en forma de fructosa libre o de
disacaridos como sacarosa. La sacarosa al llegar al estbmago sufre una hidrolisis y
como consecuencia se liberan los monosacéridos glucosa y fructosa, los cuales seran
absorbidos a nivel intestinal hasta el torrente circulatorio por la accion de
transportadores especificos de forma activa (Figura 12) (Diaz & Burgos, 2002;
Lindshield & Adhikari, 2013). Su absorcidn se da preferentemente en la parte alta del
intestino delgado. En la membrana apical de los enterocitos, a nivel de las
microvellosidades, se encuentra el transportador especifico de fructosa GLUT-5, que
la internaliza en el enterocito. Otro transportador de fructosa desde la luz intestinal,
pero de baja afinidad, es el GLUT-2, que también es capaz de transportar otros
monosacéaridos como la glucosa y galactosa. Después del transporte apical mediado
por GLUT-5 0 GLUT-2, la fructosa es transportada al torrente circulatorio por GLUT-
2 en la membrana basolateral (Diaz & Burgos, 2002; Jones et al., 2010; Lindshield &
Adhikari, 2013; Riveros et al., 2014)

La distribucion de GLUT-5 en el intestino es mayor en la zona proximal (duodeno y
yeyuno proximal) en comparacion con segmentos distales (yeyuno e ileon distal) y su
expresion génica parece estar estrictamente regulada por factores como la nutricién,
hormonas y ritmos circadianos. En adultos, tanto en ratas como humanos, la expresion
y actividad del GLUT-5 esta aumentada 5 veces en comparacion a los recién nacidos,
ademas los niveles de expresion de la proteina estan aumentados en un 65% con una
dieta alta en fructosa. Por lo tanto, la expresién y funciéon de GLUT-5 se ha visto
incrementada en dietas altas en fructosa y también se puede ver reducida en dietas
bajas (Douard et al., 2008). Otro hecho importante a tener en cuenta sobre la absorcion
de la fructosa es que la capacidad de absorcién de ésta aumenta en presencia de otros
monosacéaridos, como glucosa o galactosa y algunos aminoacidos, y disminuye por la
presencia de sorbitol (polialcohol presente en algunas frutas, bolleria, y productos con

la denominacion de “sin azicar anadido”), ya que al parecer compartiria el
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transportador GLUT-5 con la fructosa y podrian saturarse mas rapidamente

(Fernandez-Bafiares et al., 2009; Hinojosa-Guadix et al., 2017).

Asi pues, la malabsorcién a fructosa secundaria se produce cuando se interfiere el
normal funcionamiento de dichos trasportadores, generando una malabsorcion de la
fructosa dietética ingerida y generando toda la sintomatologia asociada (meteorismo,
distension abdominal, alteraciones del transito...) (Reyes-Huerta et al., 2010; Hammer
etal., 2018).

Tabla 4: Mutaciones genéticas mas comunes en el gen ALDOB asociadas
con la fructosemia o intolerancia hereditaria a la fructosa.

Mutaciones ALDOB Alelo riesgo Genotipo riesgo

R590P T TT

D4E4 D DD
AI50P C cC
AI75D A AA
L256P C cC
N334K G GG
A337V T TT

Cabe destacar que también existe la intolerancia a fructosa primaria o fructosemia, que
se define como un trastorno congénito hereditario causado por la alteracion del gen
aldolasa B (ALDOB), la cual produce la incapacidad de metabolizar alimentos que
contengan fructosa, sacarosa y/o sorbitol. EI gen ALDOB puede presentar distintas
mutaciones responsables de la enfermedad, pero siete de ellas son las causantes de
mas del 90% de los casos de intolerantes a fructosa genéticas. Habitualmente suele
presentarse en las primeras etapas de vida, con sintomatologia muy diversa y no

Unicamente gastrointestinal (Cornejo et al., 2004). Para que un individuo presente la
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enfermedad necesita ser portador de dos copias de la misma mutacién, es decir
homocigoto, o una copia de al menos dos mutaciones, es decir heterocigoto. Los
genotipos de riesgo para las 7 mutaciones genéticas mas comunes en el gen ALDOB
asociadas con la fructosemia aparecen reflejados en la tabla siguiente (Tabla 4) (Ali et
al., 1998; Sanchez-Gutiérrez et al., 2002).

El tratamiento de la malabsorcion/intolerancia a lactosa y fructosa, implica unas
intervenciones dietéticas personalizadas y guiadas por un dietista-nutricionista con el
objetivo de no provocar carencias en la alimentacién que pudiesen conllevarle a largo
plazo repercusiones a nivel nutricional o incluso a nivel metabdlico (Fedewa et al.,
2014).

Al desplazar de la alimentacion frutas y verduras sin ningun tipo de protocolo o
supervision de un profesional, ademas de la introduccién de otros alimentos no
saludables como sustitucién de estos, a largo plazo, podria aumentar el riesgo de sufrir
enfermedades cardiovasculares, estrefiimiento o incluso aumento del riesgo de padecer
cancer de colén por la restriccion o disminucion de alimentos de origen vegetal, Gnica
fuente dietética de fibra (Rubio, 2002; Rodrigo & Riestra., 2007; Sanchez et al.,
2015). En algunos pacientes tras las intervenciones dietéticas personalizadas no se
consigue la mejoria sintoméatica deseada, por lo que, en estos casos, debemos
sospechar de otras causas subyacentes haciéndose necesarios estudios desde otra
perspectiva, como podria ser una parasitosis cronica que lleve asociada una
inflamacion intestinal leve pero persistente y que origine o agrave los sintomas

gastrointestinales manifestados por el paciente.
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Recientemente se ha revisado el papel de los paréasitos intestinales en la etiologia de
los trastornos digestivos funcionales, caracterizados por molestias abdominales
asociadas a una reactividad intestinal alterada en respuesta a estimulos luminales
(bacterias, parésitos o alimentos) o psicosomaticos. Asimismo, diversos trabajos
relacionan positivamente las parasitosis con sintomas gastrointestinales del tipo: SlI,
dispepsias y malabsorcion de carbohidratos (D”Anchino et al., 2002; Moya-Camarena
et al., 2002; Yakoob et al., 2005; Grazioli et al., 2006; Stark et al., 2006, Hanevik et
al., 2009; Fouad et al., 2014, Ogren et al., 2016). La enteritis que suele acompafiar a
las parasitosis se caracteriza por un aumento de la apoptosis de los enterocitos, una
renovacion celular acelerada, un transporte anormal de electrolitos, una pérdida de la
funcién barrera de la mucosa (afectacion de las uniones estrechas) y, de forma
secundaria, la penetracion de bacterias comensales. Estos serian los principales
mecanismos propuestos como responsables de la fisiopatologia de dichas parasitosis,
las cuales llevarian asociados cuadros de mala digestion y malabsorcion (Cotton et al.,
2011; Chen et al., 2013; Halliez & Buret, 2013).

La hipdtesis del presete estudio plantea que detras de cuadros de malabsorcion a
lactosa y/o fructosa, cada vez mas frecuentes en nuestra sociedad, puedan estar las
parasitosis intestinales no diagnosticadas. Por ello, se propone determinar si existe la
parasitacion empleando la estrategia diagndstica mas eficaz, y en caso positivo
analizar la relacion entre parasitos y malabsorcion, sintomatologia y alteraciones
analiticas. Se realizaran intervenciones terapéuticas personalizadas, combinando
antiparasitarios convencionales y pautas dietéticas actualizadas con reintroduccion de
alimentos vy, finalmente, se repetiran las pruebas de malabsorcion para valorar los
niveles de tolerancia alcanzados y la eficacia de la intervencién. El hallazgo de la
parasitosis intestinal como causa de la misma podria cambiar drasticamente el curso
de esta enfermedad pasando de considerarse una enfermedad crénica a una
enfermedad con tratamiento especifico y definitivo que supondria la curacion de la

enfermedad parasitaria y, secundariamente, de la malabsorcion.
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El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es analizar si existe una relacion

entre las parasitosis intestinales y la malabsorcion de carbohidratos. En caso de la

coexistencia de ambas variables, se valorara la eficacia de la terapia combinada

(farmacoldgica y nutricional).

Para abordar este objetivo general, se han definido los siguientes objetivos

especificos:

1.

Determinar de la prevalencia de parésitos intestinales en pacientes adultos con
malabsorcion a carbohidratos.

Identificar las especies parasitas, los factores de riesgo y las rutas de transmision
mas frecuentes en nuestro medio.

Establecer los métodos diagndsticos mas adecuados para el analisis parasitologico
del grupo de estudio.

Identificar las alteraciones analiticas mas frecuentes que acompafian a cuadros de
malabsorcion y parasitosis.

Evaluar los tratamientos farmacoldgicos empleados para tratar las parasitosis.

Disefiar modificaciones dietético-nutricionales personalizadas y adecuadas a los
periodos de tratamiento y recuperacion.

Evaluar la eficacia de la terapia combinada sobre la recuperacion de la absoricion
de carbohidratos.

Analizar el papel de los parésitos intestinales en la etiologia o evolucion de la
malabsorcion de carbohidratos.

Educar sobre el control y prevencion de las infecciones por parasitos intestinales.
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3.1 MATERIAL
3.1.1 SUJETOS DE ESTUDIO

El presente trabajo trata de un estudio clinico prospectivo transversal con duracion de
20 meses consecutivos (desde noviembre del 2013, hasta junio del 2015) y que incluye a
los siguientes grupos y subgrupos de individuos: grupo Pacientes (P), que a su vez esta
dividido en dos subgrupos; con malabsorcién a lactosa o fructosa (A) y sin malabsorcién
(B) y, por ultimo, el grupo Control (C) (Figura 13):

TOTAL SUJETOS ANALIZADOS: 351

Grupo C
SANOS/CONTROL
269 pacientes 82 pacientes
Subgrupo B

“Sin malabsorcién”
56 pacientes

TERAPIA DIETETICA

Figura 13: Esquema que representa los diferentes grupos y subgrupos de estudio y sus
caracteristicas.

1) “Grupo P”: pacientes con problemas gastrointestinales con al menos dos de los
siguientes sintomas: distension abdominal, flatulencia o alteraciones del transito
intestinal, y que, por ello, fueron sometidos a la prueba de aire aspirado para valorar si
presentaban malabsorcion de azlcares simples (lactosa y fructosa). Los sujetos que
mostraron malabsorcion fueron catalogados como “con malabsorcion” e incluidos en el

“subgrupo A”; aquellos que por el contrario mostraron una absorcion normal, a pesar de
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la clinica compatible, se denominaron “sin malabsorcion” y constituyeron el “subgrupo
B”. El “subgrupo A” lo constituyeron 213 pacientes, 172 mujeres y 41 hombres con
una edad media de 37 afios y pruebas de malabsorcion positivas realizadas en el
Servicio de Medicina Digestiva (Unidad de Pruebas Funcionales), desde noviembre del
2013, hasta junio del 2015. Tras el diagndstico de malabsorcién, estos pacientes eran
remitidos a la consulta del Servicio de Endocrinologia y Nutricion del mismo hospital
para recibir las recomendaciones dietético-nutricionales oportunas. El “subgrupo B”
estuvo formado por 56 pacientes con sintomas gastrointestinales cronicos, 37 mujeres y
19 hombres con una edad media de 49 afios, que a pesar de no mostrar una afectacion
de la absorcién fueron incluidos en el estudio para el analisis parasitologico. Para la
segunda fase del estudio, en la que se pretendia valorar la eficacia de la intervencién
terapéutica en la capacidad de absorcién de carbohidratos, se definié un grupo “Control
interno” dentro del subgrupo A. Consistid en pacientes con sintomatologia y

malabsorcion a fructosa o lactosa, pero sin parasitos intestinales.

En la parte descriptiva, estos pacientes forman parte del subgrupo A, pero actiian como
control interno, a la hora de valorar el papel de los parasitos en la etiologia de la
malabsorcion de carbohidratos y la eficacia de la terapia dietético-nutricional. Este
grupo lo formaron 7 pacientes, con malabsorcién y no parasitados, a los que les

aplicamos Unicamente el manejo dietético-nutricional durante 1 afio.

2) “Grupo C”: formado por adultos de caracteristicas similares a los anteriores, en
cuanto a edad y sexo, pero sin ninguna sintomatologia gastrointestinal, ni en los 12
meses anteriores, ni en el momento de su inclusion. Este grupo estuvo constituido por
82 individuos sanos, 58 mujeres y 24 hombres con una media de edad de 25 afios que

participaron de forma voluntaria.

Los criterios de inclusidn en el estudio fueron el presentar al menos dos de los signos y
sintomas gastrointestinales cronicos principales y edades comprendidas entre 16-70
afios. Se consideraron criterios de exclusion: el sangrado digestivo, los antecedentes
neoplasicos, el tratamiento antibidtico en los Gltimos 30 dias y los tratamientos cronicos

con antiinflamatorios no esteroideos.
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El tamafio muestral se calcul6 en base a los datos preliminares de prevalencia de
parasitacion que se obtuvieron tras el primer afio de estudio: 40% para el subgrupo A,
25% para el subgrupo B; y del 15% para el grupo C. En base a estos datos, y
estableciendo un nivel de significacion 0=0,05, se estimd que serian necesarios 280
individuos con sintomas y malabsorcién (A), 120 con sintomas y sin malabsorcion (B),
y 60 controles (C), para alcanzar una potencia estadistica del 80%, tanto en la
comparacion entre pacientes (A 'y B), como respecto al control (C).

3.1.2 MUESTRAS BIOLOGICAS

De cada uno de los participantes en el estudio se tomaron las siguientes muestras

biolégicas:

1) Saliva: se tomdé una muestra de saliva en la primera visita. La saliva se recoge
colocando un algodon en la parte posterior de la lengua durante 10 minutos. Tras ello,
se introduce el algoddén en un microtubo que contiene un medio conservante (195 pL
de inhibidor de proteasas, Complete™, Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail
(2X), Roche® + 5L de bacteriostatico, ProClin®, Sigma-Aldrich).

Una vez la muestra llega al laboratorio se recoge el algodon con una pinza y se
introduce en una jeringa (1 mL) para ser exprimido recogiendo entre 400-500 uL de
saliva diluida en conservante (1/2) en el mismo tubo. A continuacién, se centrifuga el
tubo durante 10 minutos a 10.000 rpm para forzar la precipitacion de células bucales y
restos de comida. Se toman 150 uL de sobrenadante y se introduce en un nuevo tubo y

se mantiene a -80°C hasta su utilizacion.

2) Heces: se tomaron tres muestras de heces en dias alternos. Las dos primeras se
recibian en tubos con fijador SAF (1,5 g de acetato sédico, 2 mL de ac. acético, 4 mL
de formaldehido y 92,5 mL de agua destilada); y la tercera muestra se recogia en tubo
estéril sin fijador, el mismo dia de la entrega, y se recibia en fresco en la segunda

visita.



77| Material y Métodos

3) Sangre: se tomo a todos los participantes en el estudio una muestra de sangre en la
segunda visita para el analisis de los siguientes parametros: hemograma, biogquimica,

serologia y vitaminas por parte del Servicio de Analisis del hospital.
3.1.3 MATERIAL PARASITOLOGICO

Para la deteccion de anticuerpos en la saliva frente a G. intestinalis, fue necesario
disponer de antigenos, en concreto se empled el lisado total de trofozoitos del
protozoo mantenidos en cultivo axénico cultivados en medio TYI-S33, enriquecido
con un 10% de suero fetal bovino y mantenidos a 37°C (Keister, 1983; Rosales-Borjas
et al., 1998; Hassan et al., 2002). Las cepas empleadas fueron proporcionadas por la
“American Type Culture Collection” (ATCCC ®: ATCC 30888, ATCC 30957 y
ATCC 50137), mantenidas y cedidas por el Dr. Osuna desde el Instituto de

Biotecnologia de la Universidad de Granada.

3.2 METODOS

3.2.1 DISENO EXPERIMENTAL E INTERVENCION TERAPEUTICA

El diagnéstico de la malabsorcién a lactosa o fructosa se realiz6 mediante un método
no invasivo, denominado test del aire espirado o “prueba del aliento”, donde se mide
la concentracién de hidrdgeno (Hz) y metano (CH.) en el aire exhalado. Esta prueba
fue realizada por la Unidad de Pruebas funcionales del Servicio de Medicina Digestiva
del Hospital La Fe con el cromatografo de gases: “Breath Testing: Hydrogen &
Methane. (QuinTron®”). Estos gases son producidos por la actividad bacteriana en el
colon al fermentar los azlcares no absorbidos en el intestino delgado; cuanto mayor
cantidad de azlcares llegue sin absorber a la porcion final del intestino, mayores
niveles de gases se detectaran en la prueba (Gibson et al., 2007; Hinojosa-Guadix et
al., 2017). Una vez diagnosticados, y tras ser derivados al Servicio de Endocrinologia

y Nutricion del mismo hospital, se sigui6 el procedimiento detallado en la figura 14.
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ANAUISIS ANALISIS
PARASITOLOGICO PARASITOLOGICO
PRIMERA VISITA SEGUNDA VISITA l TERCERA VISITA: CUARTA VISITA
MANEJO DE NUEVA RECOGIDA DE ERRADICACION
TOMA DE DATOS
TOMA MUESTRA DE INTOLERANCIAS HECES (15 dias pos tt0.) DEL
* Personales SANGRE " R PARASITO
® (Clinicos (EVA) SUPLEMENTOS NUEVA TOMA DE DATOS
* Epidemioldgicos RECOGIDA DE HECES DIETETICOS
* Clinicos (EVA)
RECOMENDACIONES TRATAMIENTO
MEJORIA O
QUINTA VISITA: 6 MESES
DIETETICAS ANTIPARASITARIO B AUSENCIA DE
TOMA MUESTRA DE REEVALUACIONDELA —5—* MALABSORICION

SALIVA INTOLERANCIA

MANEJO DE
INTOLERANCIAS

SUPLEMENTOS

PACIENTES CON DIETETICOS

MALABSORCION A
CARBOHIDRATOS

TEST DEL
HIDROGENO

Figura 14: Esquema del disefio experimental y de la intervencion terapéutica.

En la primera visita, se mantenia una entrevista con el paciente que incluia los

siguientes pasos:

a) Explicacion detallada del estudio y de su implicacién en el mismo, asi como de las
condiciones de participacion. Si accedia a formar parte del estudio, firmaba el
documento de Consentimiento Informado (Anexo ).

b) Toma de datos del paciente mediante un cuestionario (Anexo Il). Se tomaban datos
personales y sociodemograficos, datos clinicos relacionados con padecer parasitosis
intestinales, y toda aquella informacién relacionada con los hébitos, costumbres y
situacion personal que supusiera un riesgo de adquisicion de los parasitos mas

frecuentes en nuestro entorno.

c) Valoracion por parte del paciente de la intensidad de los sintomas gastrointestinales
de inclusion al estudio (distension abdominal, flatulencias, alteraciones del habito)
segln la Escala Visual Analdgica (EVA), la cual cuenta con tres niveles de intensidad:

leve, moderada o intensa, asociados a valores numéricos del 0 al 10 (Figura 15).
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Figura 15: Escala visual EVA (Pérez et al., 2015).

d) Modificaciones dietético-nutricionales personalizadas. Se realizaba una valoracién
de la dieta de base del paciente y se realizaban recomendaciones personalizadas con el
objetivo de disminuir el consumo de azlcares simples, fructosa o lactosa, segun
intensidad de la sintomatologia del paciente, para intentar mejorar o paliar los
sintomas. Conforme iban evolucionando, y segun cada caso, se empezaba a
reintroducir progresivamente los azlcares retirados para favorecer la generacion de
tolerancia por parte del paciente.

f) Toma de muestra de saliva, tal y como se ha detallado en el apartado anterior sobre

muestras bioldgicas.

En la segunda visita, se tomaba la muestra de sangre, y se les entregaba los botes para
la recogida de heces acompafiados del procedimiento a seguir. Los pacientes
diagnosticados de parasitos intestinales, se citaban nuevamente al Servicio de

Endocrinologia y Nutricion.

En una tercera visita se pautaba el tratamiento antiparasitario y los suplementos
dietéticos necesarios en cada caso y se proporcionaba seguimiento dietético-

nutricional.

Una vez finalizado dicho tratamiento, en la cuarta visita, se repetian las pruebas
parasitologicas para comprobar si el parasito habia sido erradicado y se valoraban de

nuevo los sintomas gastrointestinales.
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Confirmada la eliminacion de los parasitos, y pasado 1 afio post-tratamiento, en una
quinta visita, se repetian las pruebas del aire espirado para valorar la evolucion de la
sintomatologia post-terapia y la eficacia de la intervencion en la recuperacion
progresiva de la absorcion, comparando individualmente con los resultados de las

pruebas iniciales.
3.2.2 ANALISIS PARASITOLOGICO DE MUESTRAS FECALES

El método de diagndstico tradicional para las parasitosis intestinales, consiste en el
examen microscopico de las heces, con y sin tinciones, para visualizar formas de
resistencia parasitas, lo cual requiere de personal experimentado y cualificado para su
reconocimiento y correcta identificacion. Por este motivo, y por el hecho que algunos
protozoos presentan un ritmo de emision intermitente, resulta interesante el uso de
métodos diagnosticos alternativos, que no requieran de la presencia del organismo
intacto para su reconocimiento y permitan procesar un gran nimero de muestras
fecales de forma rapida. En este sentido, se planted el emplear para el diagnéstico una
combinacion de métodos, tanto los tradicionales (microscopia Optica) con los méas
novedosos o moleculares: uno de ellos directo, para la deteccion de antigenos
parasitarios en las heces, inmunocromatografia (ICT), y otro indirecto para valorar la
respuesta inmunitaria del hospedador frente a G. intestinalis, mediante la deteccion de
anticuerpos especificos inmunoglobulina A secretora (IgAs) anti-Giardia en saliva, un
enzimoinmunoensayo (ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), tal y como se

describe a continuacion.
3.2.2.1 INMUNOCROMATOGRAFIA

Una vez recogidas las tres muestras de heces, se emple6 una porcion de la tercera de
ellas, mantenida en fresco, para realizar el test inmunocromatogréfico. El resto se

desting, junto con las otras dos muestras, al andlisis microscopico convencional.

El inmunoensayo cromatografico empleado fue el kit comercial denominado Simple

Crypto-Giardia-Entamoeba (Operon®) (Figura 16), un procedimiento rapido para la



8l|Material y Métodos

deteccién cualitativa simultanea de antigenos de Cryptosporidium parvum, Giardia

intestinalis y Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii en muestras fecales frescas.

Figura 16. Kit de inmunocromatografia Simple Crypto-
Giardia-Entamoeba (Operon®).

Fuente: https://operon.es/es/cryptosporidium-giardia-entamoeba/

Segun las especificaciones del fabricante, y tomando como referencia el método de
ELISA de captura en heces, dicho kit presenta una sensibilidad del 79,3% para C.
parvum, 93,8% para G. intestinalis y 82,4% para el complejo Entamoeba. Esta
sensibilidad por especie se combina con una especificidad muy elevada que oscila

entre el 96,4% para Entamoeba y el 99,5% para Cryptosporidium (Figura 17).

Name
Nombre

Sample Sensitivity | Specificity
s oo

Reference method: ELISA

Stool samples _
Cryptosporidium 79,3% 99,5%
Cry Gu:l Ent Heces

. o Stool samples
Heces

Cry-Gia-Ent

Entamoeba Sicol |
- Enfamoeba - s""'" - 82,4% 96,4%
Cr)r -Gia-Ent

Figura 17. Sensibilidad y especificidad del kit Simple Crypto-Giardia-
Entamoeba (Operon®) en funcion del analito y como técnica de referencia
el ELISA de captura en heces.

Fuente: https://operon.es/es/cryptosporidium-giardia-entamoeba/
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Para la preparacion de la muestra, realizacién e interpretacidn del test se siguieron las
instrucciones del fabricante (Figura 18). Tomar heces de al menos tres sitios diferentes
con el fin de obtener una muestra lo mas representativa posible. Desenroscar el tapon
del vial con cuidado de no derramar el tampon de extraccion. Con el extremo del
aplicador tomar una cantidad suficiente de heces (30-50 mg). Si las heces son liquidas
coger con ayuda de una pipeta de 100 pL y transferirlos al vial. A continuacion,
introducir el aplicador con la muestra en el vial. Enroscar bien el tapon y agitar
vigorosamente para asegurar una mezcla homogénea. Sacar el dispositivo de reaccion
de la bolsa de aluminio. Romper el extremo superior del vial. Afiadir 4 6 5 gotas en la
zona para la muestra del dispositivo de reaccién y, por Gltimo, esperar 10 minutos, leer

e interpretar el resultado.

Sample preparation
Preparacién de muestras

I ml
‘ 50 mg

Mix / Mezelar

" Stool / Heces
fiquid 100 il

SIMPLE ENTAMOEBA, CRY-GIA-ENT Entamoeba - 5 min

125 ul = -

.
' ‘ Positive / Positivo Negative / Negolivo

Cry-Gia-Ent - 10 min

Figura 18. Preparacion de la muestra, procedimiento e interpretacion del Simple Crypto-
Giardia-Entamoeba (Operon®).
Fuente: https://operon.es/es/cryptosporidium-giardia-entamoeba/
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3.2.2.2 EXAMEN MICROSCOPICO

Para realizar el examen microscopico se concentraron previamente las muestras
fecales. El método de concentracion empleado fue el Ritchie modificado (Knight et
al., 1976) o método del formol-acetato de etilo. Se trata de una técnica diféasica de
concentracion de formas parasitas por sedimentacion mediante centrifugacién, con la
que se extraen las grasas y el material mucoso presente en las heces. Se tomaban 3
mL de heces en fijador (1 mL de cada muestra) y se afiadia 7 mL de formalina 10%, se
tapaba el tubo y agitaba vigorosamente. Tras ello, se filtraba la mezcla a través de
gasas y se recogia 7 mL de filtrado en un tubo de centrifuga. A este filtrado, se le
afiadia 3 mL de acetato de etilo y, tras agitar 30 segundos, se observaba si se cortaba o
no la mezcla; en caso de que se cortara, se afiadian unas gotas de agua del grifo y se
agitaba de nuevo. Una vez emulsionado, se centrifugaba 3 minutos a 1.700 rpm con lo
gue se separaban varias fases en el tubo. Se separaba con ayuda de una pipeta Pasteur

de vidrio la interfase y se decantaba todo el sobrenadante.
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Figura 19. Quistes y ooquistes observados en las muestras fecales del estudio. A: Entamoeba
coli; B: G. intestinalis; C: Endolimax nana; D: Blastocystis sp.; E: Entamoeba hartmanni; F:
Cryptosporidium spp. (Ziehl-Neelsen modificado).
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Obtenido el sedimiento, se le afiadian unas gotitas de formalina al 10% para su
conservacion, y con la ayuda de una pipeta Pasteur, se revisaban 4 gotas del sedimento
al microscopio, con y sin Lugol, con los objetivos de 10X y 40X (Figura 19, A-E).

3.2.2.3 ZIEHL-NEELSEN MODIFICADO

La técnica Ziehl-Neelsen modificado es especifica para la deteccion de ooquistes
coccidios (Cryptospordium spp., Isospora belli y Cyclospora cayetanensis) y facilita
su identificacion mediante microscopia Optica. Esta técnica fue modificada por la
OMS en 1991. Los ooquistes de estos parasitos aparecen tefiidos de color rojo vivo
sobre un fondo azul intenso lo cual facilita mucho su observacion (Figura 17, F), pero
ademas, resulta de vital importancia en esta lectura la utilizacion del micrémetro

ocular para medir las estructuras compatibles con los ooquistes.

A partir del sedimento obtenido tras la concentracion, se realizaba un frotis de heces
sobre un portaobjetos y se dejaba secar a temperatura ambiente durante 8-10 horas.
Pasado este tiempo, se sumergian los portaobjetos en metanol durante 3 minutos para
su fijacion. Antes de comenzar con las series de tinciones se colocaban los
portaobjetos en cestas de vidrio y se sumergian en una solucién de colorante carbol-
fucsina durante 10 minutos. Posteriormente, se decoloraba en solucién alcohoélica de
acido clorhidrico al 3%, mediante inmersiones y extracciones rapidas y sucesivas, para

decolorar por arrastre (Figura 20).

Figura 20. Material empleado y resultado final de la tincién de
Zielh-Neelsen modificado sobre frotis fecales.
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La segunda tincién, consistia en sumerger los portaobjetos en un contracolorante,
solucion de azul de metileno, durante 1 minuto. Por ultimo, se lavaba con agua del
grifo y se dejaba secar al aire libre antes de la observacion microscopica con el
objetivo de 100x.

3.2.2.4 PCR A TIEMPO REAL PARA EL DIAGNOSTICO DE G. intestinalis

Teniendo en cuenta la baja sensibilidad que para G. intestinalis mostraban las técnicas
convencionales, asi como la inmunocromatografia, dentro del estudio se disefid un
ensayo con heces frescas de pacientes sospechosos de Giardia (presentaban de forma
repetida niveles de anticuerpos especificos anti-Giardia elevados en saliva). Se ensayo
el diagnostico mediante amplificacion de genes por PCR cuantitativa a tiempo real
(gPCR) considerado el método més eficaz y fiable para la deteccion del parasito en
heces (Bolivar et al., 2014; Bijllaardt et al., 2014; de Lucio et al., 2015; Flecha et al.,
2015; Silva et al., 2016; Azcona-Gutiérrez et al., 2017).

A partir de tres muestras de heces tomadas en fresco, en dias alternos, se realiz6 la
extraccion del ADN a cada una de ellas, siguiendo el protocolo “QIlAamp FAST DNA
STOOL MINI KIT” (Qiagen ®). Se pesaban 180-200 mg de heces en un microtubo de
2 mL en el cual se afladian 750 uL de Buffer Inhibitex y se aplicaba vortex durante
un minuto hasta que la muestra estuviera totalmente homogeneizada. Tras calentar la
suspension durante 10 minutos a 95°C y aplicar vortex durante 15s. Tras calentar las
muestras, se centrifugaban durante 3 minutos a 13.000 rpm. En un nuevo microtubo se
mezclaban 15 pL de Proteinasa K y se afladian 200 uL del sobrenadante del paso
anterior y 200 pL de tampdn de lisis o Buffer AL. Tras aplicar vortex durante 15s, se
incubaban los tubos a 70°C durante 10 minutos y se afiadian 200 pL de etanol (96-
100%). Cuidadosamente se pasaban 600 pL del sobrenadante a una columna
QlAamp y se centrifugaba durante 3 minutos. Se colocaba la columna en un nuevo
tubo y se descartaba el filtrado. Se afiadia 500 puL de tampdn de lavado 1 o Buffer
AW1 y se centrifugaba durante un 1 minuto. Se colocaba la columna en un nuevo

tubo y se descartaba el filtrado. Después, se afiadian 500 pL de tampon 2 o Buffer
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AW?2 vy se centrifugaba durante 3 minutos. Se volvia a descartar el tubo que contenia
el filtrado, se colocaba la columna en un nuevo tubo de 2 mL y se centrifugaba
durante 3 minutos. Por ultimo, se transferia la columna QlAamp a un nuevo
microtubo y se pipetean 100 pL de Buffer ATE directamente a la membrana de la
columna, se incubaba durante 5 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaba
durante un 1 minuto para favorecer la elucion del ADN que se conservaba a -20 °C
hasta su uso.

Una vez extraido el ADN total de las heces, se analiz6 la presencia de ADN de G.
intestinalis mediante gPCR. Esta técnica es similar a la PCR convencional, pero se
puede detectar si hay amplificacion en cada ciclo del termociclador, permitiendo de
forma semicuantitativa valorar la carga parasitaria en funcion del ciclo umbral (Ct,

threshold cycle) al que comenz6 a detectarse una sefial de amplificacion.

Para realizar esta técnica se prepar0 la siguiente mezcla de reaccion para cada muestra:
4,5 uL de agua destilada, 0,5 pL de la mezcla que contiene los cebadores y sonda
(FAM) especificos para amplificar un fragmenteo de 62 pares de bases del gen 18S del
ARN ribosomal (cebadores para amplificar y sonda para detectar) (LightMix Modular
Assays Giardia, Roche ®) y 10 pL Master Mix Quanta ® (dNTPs, tamp6n y Taq
polimerasa termoestable). Por cada reaccion, se mezclé 20 uL de mezclay 5 pL de
ADN muestra. Se incluyo un control positivo (ADN positivo) y un control negativo

(agua estéril empleada para la mezcla en lugar de ADN).

Se empled el termociclador de StepOne plus® (Applied Biosystems) con las
condiciones de reaccion establecidas por el fabricante y 45 ciclos de amplificacion
(Figura 21)
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Pre-PCR Read (Holding Stage) Holding Stage Cycling Stage I.Post-PCR Read (H &

Figura 21. Condiciones de temperatura y tiempo empledas para la PCR a tiempo real en el
StepOne plus®.
El programa StepOnePlus™ Software v2.3 nos proporciond la interpretacion de los
resultados con los Cts para cada muestra. Se consideraron positivas aquellas paras las

que se consiguid una sefial de amplificacion con Ct<43.
3.2.3 DETECCION DE IgA ANTI-Giardia EN MUESTRAS DE SALIVA

Otro de los métodos de diagnostico alternativo al tradicional que se empled para
mejorar la sensibilidad del diagnéstico de Giardia fue el enzimoinmunoensayo,
ELISA indirecto, para la deteccion de anticuerpos del tipo IgA secretora (IgAs) en la
saliva del hospedador en respuesta a la infeccion. Con este método diagnostico se
podrian resolver los casos de giardiosis con baja carga parasitaria 0 casos cronicos con
eliminacion intermitente de formas quisticas en heces, que podrian resultar en falsos

negativos con el coprodiagndstico.

Esta técnica diagnostica ha sido empleada con anterioridad en varios estudios sobre
prevalencia de giardiosis, en los que se demostr6 una clara relacion entre los altos
niveles de esta inmunoglobulina en saliva y la infeccion activa. Aunque se trate de un

protozoo no invasivo, sus componentes antigénicos son capaces de estimular los



Material y Métodos |88

organos linfoides y provocar una respuesta humoral especifica de mucosas con
secrecion de IgA (El Gebaly et al., 2012).

A partir de placas previamente sensibilizadas con antigeno total de trofozoitos de G.
intestinalis (10 pg/pocillo) se siguidé un protocolo de ELISA indirecto “in house”
adaptado de El-Gebaly y colaboradores (2012). En primer lugar, se bloqueaba la placa
afiadiendo 100 uL de PBS (NaCl 137mM; KCI 2,7mM; Na;HPO4 10Mm, KH,PO4
1,8Mmy pH 7,6) con albumina de suero bovino (BSA) al 0,5% durante 1 hora a 37°C.
Tras tres lavados con PBS-Tween 20 (PBS-T) (0,05%) se incubaron duplicados de
100 pL de saliva (positivas, negativas y problema) diluidas previamente 1:2 en PBS-
BSA 0,5%, durante 90 minutos a 37°C en agitacion. De nuevo se realizaron 3 lavados
con PBS-T y se incubd con anticuerpos anti-lgA secretora-humana conjugada con
peroxidasa (Goat anti-human alpha chain-HRP, Abcam ®) diluidos 1/10.000 en PBS-
BSA al 0,5%, durante 1 hora a 37°C en agitacién. Para el revelado se emple6 una
solucion con el cromdégeno ortofenilendiamina (0,04%) en tampdn fosfato-citrato
(NazHPO, 0,2M; &cido citrico 0,1M; pH 5,0) y sustrato H,O, (0,001%) afiadiéndose
100 pL/pocillo e incubacién en oscuridad. La reaccion se detuvo con 100 uL/pocillo
de HCI 3N.

Finalmente se midieron los niveles de IgAs en saliva mediante la determinacion de las
absorbancias a 490nm (densidad Optica, DO) con un lector de placas ELISA
(iMark™-Bijo-Rad). La media y desviacién estdndar de las DO obtenidas para los
controles negativos se emplearon para calcular el cut-off o limite de positividad
(media aritmética + 3x desviacion estandar) y valorar los resultados obtenidos con las

salivas problema.
3.2.4 ANALISIS SANGUINEO

Las muestras de sangre se tomaron y analizaron en el mismo hospital. La analitica
sanguinea que se solicitdé a cada participante de nuestro estudio incluia (Tabla 5),

ademas de la hematologia y bioquimica completas habituales, el analisis de los
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niveles séricos de vitaminas liposolubles (A, D y E) e hidrosolubles (B9 y B12),
minerales (Mg, Fe y P) y albumina, como indicadores de sindromes de malabsorcion
intestinal de nutrientes.

Tabla 5: Variables analizadas en muestras sanguineas.

Vitaminas Vitamina A Anficuerpos IgA
liposolubles Vitamina D totales lgM
Vitamina E lgG
IgE
Vitaminas Vitamina B12 Proteinazde Proteina C Reactiva
hidrosolubles Acido félico fase aguda
Ferritina
Minerales Magnesio Recuento Meutrofilos
Hierro leucocitario Linfocitos
Fosforo Monocitos
Proteina sérica Albumina EDSI,”'_:'WDS
Basofilos

Del mismo modo, se solicitaron los niveles séricos de IgA, IgM, IgG, IgE, y se
consideraron junto con los valores de Proteina C Reactiva (PCR), ferritina y el

recuento leucocitario, como marcadores de infeccion/inflamacion inespecifica.
3.2.5 PRUEBA DEL ALIENTO O TEST DEL AIRE ESPIRADO

El diagndstico de la malabsorcion de carbohidratos se realizd6 mediante un método
sencillo y no invasivo denominado “Prueba del aliento” o “Test del aire espirado”
(Ghoshal, 2011) y que es el empleado en la Unidad de Pruebas Funcionales del
hospital para el diagnéstico de malabsorcion de azlcares, asi como para detectar el
sobrecrecimiento bacteriano (SIBO). La prueba se realizé en un primer momento para
determinar si la sintomatologia gastrointestinal que presentaban los pacientes estaba
asociada a la malabsorcion de fructosa o lactosa. Las pruebas de sobrecarga oral para

cada uno de los azlcares testados se hacian de forma independiente en dias diferentes.
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Dichas pruebas se repitieron para aquellos pacientes con malabsorcidn previa y que
fueron diagnosticados de parasitosis intestinal, con el fin de valorar la eficacia de la
terapia antiparasitaria y dietética-nutricional tras la erradicacion de los paréasitos.

3.2.5.1 PROCEDIMIENTO TECNICO DEL TEST

El metabolismo bacteriano de los carbohidratos produce &cidos grasos volatiles, agua
y gases (CO,, Hz y CH4). La prueba del aliento mide la concentracion de hidrégeno
(H2) y metano (CHa) en el aire exhalado tras la sobrecarga oral con un sustrato
azucarado. Los azlcares no absorbidos pasan directamente a colon donde son
fermentados por las bacterias dando lugar a hidrégeno y metano. Estos gases pasan a
la sangre y llegan al pulmoén donde se eliminan mediante el aire espirado haciendo
posible la determinacién de su concentracion en el aliento mediante un cromatégrafo
de gases (QuinTron BreathTrackerTM Digital microlyzer) (Figura 22, A). El nivel de
CO, también se mide para corregir la posible contaminacion con aire de la habitacién,

por algln error en el aparato o en la toma de la muestra.

Figura 22: QuinTron BreathTrackerTM Digital microlyzer.

La mitad de las bacterias colonicas productoras de H, producen también CHay las que
no producen H, con los azlcares digeribles producen CHa4. Asimismo, hay bacterias
metanogénicas que transforman el H, en CH, rapidamente antes de que se elimine en
el aliento, por lo que la valoracién de la absorcion intestinal mediante las
concentraciones de gases producidos ha de considerar a ambos para ser correcta. Las

bacterias colénicas también metabolizan otros nutrientes produciendo gases:
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aminoacidos, mucinas y glicoproteinas de la mucosa intestinal, pero la cantidad de

gases que de ello se deriva es mucho menor (Solomons et al., 1983; Hamilton, 1998).

El test del aliento es una prueba ambulatoria, la cual se tiene que llevar a cabo en
ayunas y con el seguimiento de una dieta especifica el dia de antes, como se detalla en
el apartado siguiente. El procedimiento consiste en la toma de una primera medida
basal del aire espirado en ayunas y tras la dieta sin carbohidratos, administrando
previamente un antiséptico oral (Lizipaina®). A continuacion, se suministra el sustrato
(25 g de lactosa/fructosa disueltos en 250 mL de agua mineral) (Ghosal, 2011;
Hinojosa-Guadix et al., 2017) (Figura 23).
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Figura 23: Ejemplos de pruebas del aliento para lactosa y fructosa tras sobrecarga oral

con 25 g de sustrato. Evolucién de la produccion de hidrogeno (ppm: partes por millon)

en funcion del tiempo (min), para una toma de muestra cada 10 min y durante 120 min.
A: negativas; B: positivas (Ghoshal, 2011).
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Posteriormente, se recoge el aire en una bolsa hermética (Figura 22, B) cada media
hora, hasta llegar a las tres horas, y se inyecta en el cromatdgrafo de gases para
determinar las concentraciones de Hz y CHas puntuales en partes por millon (ppm)
producidas por el metabolismo bacteriano de los azlcares no absorbidos.

El nivel basal de H, ha de ser menor de 10 ppm, y el de CH4 menor de 6-8 ppm para
que la prueba sea valida y su produccion se relacione con el sustrato administrado. Si
el nivel basal es mayor de lo esperado, puede ser indicativo de dos situaciones, o
sobrecrecimiento bacteriano, exceso de bacterias en parte alta intestinal (recuento
bacteriano por encima de 10°) que metabolizan el azticar administrado rapidamente, o
la incorrecta realizacion de la dieta sin carbohidratos del dia previo. La prueba se
considera positiva cuando en alguno de los puntos de medida se superan los 20 ppm
en H; del valor basal o el menor de los anteriores, y entre 10-15 ppm en el caso del
CH,4 (Hamilton, 1998).

Si se detecta produccion de ambos gases, H2 y CH4 hay que sumar las dos respuestas
para considerar el grado total de malabsorcion. Si el total de H.+CH, supera los 15-20
ppm se considera positivo (Hamilton, 1998). Ademas de las pruebas con valores
positivos indicadores de malabsorcién de carbohidratos, puede ocurrir que la prueba
resulte negativa, por lo que la absorcion no esta alterada, pero el paciente ha
presentado sintomatologia (meteorismo, distension abdominal, diarrea...) durante la
prueba de provocacion, en este caso se considera que el paciente es intolerante
(Hinojosa-Guadix et al., 2017).

3.2.5.2 DIETA SIN CARBOHIDRATOS o “DIETA DEL DiA DE ANTES”

El dia anterior a la prueba se debe realizar una dieta baja en hidratos de carbono y
fibra denominada “Dieta del dia de antes” (Anexo III). El paciente debe acudir en
ayunas al menos durante las 8 horas anteriores a la prueba, aunque lo ideal es que sean
12 horas, y solo podrd tomar agua hasta las 4 horas antes de la realizacion de la
misma. Los alimentos s6lidos que no contienen hidratos de carbono y fibra y que, por

lo tanto, se pueden tomar el dia previo a la prueba, son mayoritariamente todos los que
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proceden de animales, carne y sus derivados, huevos, el pescado y derivados. En

cuanto a liquidos se permite el agua, el café y el té entre otros.

Por el contrario, los alimentos que no se deben tomar el dia anterior por su contenido
en hidratos de carbono, tanto simples como complejos, son la leche y los productos
lacteos, cereales (arroz, pasta, pan...), los productos de pasteleria, los dulces, la
mermelada, la fruta, la verdura y los zumos de fruta, los refrescos, los embutidos
elaborados industrialmente y los chicles con y sin aztcar. Tampoco puede realizarse la
prueba si se han tomado antibi6ticos, inhibidores de la bomba de protones (omeprazol

o similares) o probi6ticos durante el mes anterior a la prueba.

El objetivo de esta dieta es evitar los alimentos fermentables o parcialmente
fermentables, para no proporcionar un sustrato a nuestras bacterias col6nicas con el
gue se puedan aumentar los niveles basales de hidrogeno y metano enmascarando los

resultados e invalidando la prueba.

La terapia combinada es aquella que incluye el tratamiento farmacoldgico
antiparasitario, segin los farmacos y pautas de eleccion en funcion de las especies
diagnosticadas, y el tratamiento dietético-nutricional, personalizado y destinado

inicialmente a reducir sintomas (Figura 24).
3.2.6 TERAPIA COMBINADA

Esta doble terapia se aplicd a los pacientes con clinica y malabsorcion (subgrupo A)
que a su vez fueron diagnosticados de parasitos intestinales. Asimismo, a modo de
control interno, dentro del subgrupo A, se cred otro grupo con individuos “no
parasitados”. A éstos, se les aplico una terapia simple dietético-nutricional para el

manejo de la malabsorcién.
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Tras un afio de intervencion, a ambos grupos se les repitieron los test de malabsorcién
a lactosa y/o fructosa, para valorar el efecto de la terapia recibida sobre la capacidad
de absorcion intestinal.

v Proceso personalizado

v Manejo dietético para reducir sintomas

/ 213 \ v’ Manejo dietético para generar tolerancia
PARASITADOS NO PARASITADO
(41,6%) (58,2%)

MANEJO DIETETICO-NUTRICIONAL

Metronidazol
Tinidazol
Nitazoxanida

CONTROL INTERNO

Figura 24: Esquema de intervencidn para valorar la terapia combinada. Tratamientos
antiparasitarios y fundamentos del manejo dietético-nutricional.

3.2.6.1 MANEJO DIETETICO-NUTRICIONAL DE LA MALABSORCION

A todos los pacientes del subgrupo A, se les realizaron recomendaciones dietético-
nutricionales segin la intensidad de los sintomas y el tipo de malabsorcion que
presentaban. Inicialmente, estas recomendaciones estaban encaminadas a suprimir o
limitar la fructosa o lactosa de la dieta para mejorar los sintomas referidos por el
paciente en la entrevista realizada el primer dia del estudio. EI manejo dietético-

nutricional consistio en restringir o disminuir el aporte de la fructosa o lactosa
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dietética, para posteriormente pasado un tiempo, y una vez el paciente hubiese
mejorado la sintomatologia que referia en la anamnesis inicial, reintroducirlos de
nuevo para de forma paulatina recobrar la absorcion. En los casos de pacientes con
malabsorcion y parasitados, la reintroduccién de fructosa o lactosa se hacia una vez ya
eliminado el parasito. En el caso de los pacientes que no tenian parasitos el objetivo
era el mismo, siguiendo las mismas pautas dietéticas que los parasitados, aunque en
dichos sujetos no fuera la parasitosis la causa primera de su malabsorcion. Para
realizar este procedimiento se siguieron las recomendaciones realizadas por un grupo
de investigadores australianos de la Universidad de Monash en Melbourne (2008), en
el que decian que los hidratos de carbono fermentables, “Oligosacaridos,
monosacaridos, disacaridos i polioles fermentables” (FODMPAS) de la dieta actuaban
como causantes de sintomas en determinados pacientes con patologias
gastrointestinales (Zugasti et al., 2016). Los FODMPAs son carbohidratos de cadena
corta que incluyen; fructosa (cuando se consume en cantidades excesivas en relacion a
la glucosa), lactosa, fructanos y galacto-oligosacaridos. Segun estos investigadores,
estos hidratos de carbono son capaces, en personas susceptibles, de producir sintomas
gastrointestinales como la distension abdominal secundaria a un efecto osmoético y
rapida fermentacion (Chahuan et al., 2016). Por tanto, lo que planteaba este grupo de
investigadores era eliminar de la dieta los siguientes alimentos: Frutas, verduras,
hortalizas, legumbres, cereales como el trigo, cebada, avena y centeno, frutos secos,
lacteos, bebidas refrescantes, miscelaneas dulces y algunos edulcorantes. Esta
restriccion se debia hacer durante 2 meses, para posteriormente introducirlos

progresivamente de nuevo en la dieta (Huaman et al., 2014).
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Para casos concretos de pacientes en los que se habia detectado algin déficit
vitaminico o mineral a nivel analitico, se valoraba la posibilidad de suplementar la
dieta. La suplementacion estaba supervisada por el equipo médico de la Unidad de
Endocrinologia y Nutricion del Hospital la Fe. El tiempo y duracion de la

suplementacion se valoraba segun las analiticas posteriores.
3.2.6.2 TRATAMIENTOS ANTIPARASITARIOS

El tratamiento antiparasitario lo pautaba el equipo médico del Servicio de
Endocrinologia y Nutricion del Hospital la Fe de Valencia segin los tratamientos
antiparasitarios recomendados por The Medical Letter On Drugs and Therapeutics,
Drug for Parasitic Infections (Abramowicz et al., 2007; Abramowicz, 2013) (Tabla
6).

Tabla 6: Tratamientos antiparasitarios recomendados por The Medical Letter.

Parasito Farmacos Dosis Adultos

metronidazol 250 mg via oral, 3 veces al dia, 7 dias
G. intestinalis tinidazol 2 g en dosis Unica

nitazoxanida 500 mg via oral, dos veces al dia, 3 dias
Blastocystis sp. metronidazol 750 mg via oral, 3 veces al dia, 10 dias
Cryptosporidium spp. nitazoxanida 500 mg via oral, 2 veces al dia, 3 dias
Endolimax nana metronidazol 250 mg via oral, 3 veces al dia, 7 dias

. . 25-35 mg/kg/dia, repartida en 3 dosis,
Entamoeba coli paramomicina .
5-10 dias
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Para complementar el tratamiento farmacoldgico, de forma personalizada, se valoraba
la posibilidad de la toma de simbidticos (probidticos y prebi6ticos) junto con el
tratamiento pautado, para minimizar el impacto de los antiparasitarios en la microbiota
del paciente y los efectos gastrointestinales secundarios generados por el farmaco. El
simbidtico que se uso fue (Lactibiane Tolerance®), ya que estaba libre de gluten y
lactosa, y era compatible con la mayoria de pacientes del estudio. La recomendacion
fue que tomaran 1 comprimido del simbidtico al dia durante el tiempo de toma del
farmaco y hasta una semana después de la finalizacion del antiparasitario.

3.2.7 CONSIDERACIONES ETICAS

Este estudio ha sido financiado por dos proyectos propios de la Convocatoria de
Ayudas a la Investigacion del Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe (codigo:
2014/0396 y cddigo: 2015/0359) previa aprobacion por parte del CEIB (Comité Etico
de Investigacion Biomédica) del propio instituto con fechas 07/10/2014 y 07/04/2015
(Anexos IV y V).

3.2.8 METODOS ESTADISTICOS

Los datos analiticos para el andlisis descriptivo de la muestra inicial y de la muestra
incluida en la valoracion de la terapia combinada, se resumieron mediante media
(desviacion estandar) y mediana (primer y tercer cuartil) en el caso de variables
continuas como la edad de los participantes en el estudio y los resultados de las

analiticas sanguineas para la mayoria de los parametros analizados.

Para el analisis de variables categdricas se han empleado frecuencias absolutas y
relativas, como en el caso del sexo, porcentajes de parasitacion, casos de
malabsorcion, sintomatologia gastrointestinal, factores de riego de parasitosis y

comparacion de la eficacia de los métodos diagnosticos empleados.

La asociacion entre la presencia de parasitos y la malabsorcién de fructosa o lactosa se

estudié mediante modelos de regresion logistica en los que se incluyeron la presencia
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de comorbilidades y la edad como covariables. De todos estos modelos se obtuvieron
OR (Odds Ratio) ajustados para la presencia de parasitos, asi como estimaciones de
los intervalos de confianza al 95% para esos OR. Se analizé de este modo la relacion
entre la presencia de parasitos y la presencia de malabsorcién simple o combinada,
para después analizar la relacién respecto a cada una de las malabsorciones de forma
individualizada. Como ultimo analisis, se evalud la relacion entre la presencia de
Giardia o Blastocystis con los diferentes tipos de malabsorcion por separado,
considerando que afectan a diferentes zonas del intestino y que esto puedo influir en
su papel patégeno.

Como parte del analisis comparado de la eficacia de los métodos diagndésticos para G.
intestinalis, se contrastd la concordancia entre los resultados obtenidos mediantes los
métodos de determinacién ELISA indirecto y PCR a tiempo real. Para ello, se calculd
una matriz de confusion entre ambos métodos y se determind el indice Kappa de

Cohen, asi como estimaciones de los intervalos de confianza al 95%.

Para estudiar los parametros analiticos obtenidos, marcadores de absorcién (vitaminas
y minerales), marcadores de infeccion/inflamaciéon (inmunoglobulinas, proteina C
reactiva, recuento leucocitario) y marcadores de anemia (hemoglobina, hematocrito y
hematies), se han utilizado modelos de regresion lineal multiple. Los valores de las
distintas vitaminas y minerales, se representaron mediante un mapa de calor o
"heatmap"” en el que se visualizaron de forma global posibles diferencias entre el
grupo de pacientes (grupo P) y el grupo de controles (grupo C); entre los subgrupos de
pacientes (subgrupo A y B) vy, dentro de cada subgrupo, entre parasitados/no
parasitados de forma general o por especie parasita concreta (Giardia o Blastocystis).
Adicionalmente, se estudi6 cada vitamina por separado mediante una representacion
de diagrama de cajas y un test de Wilcoxon. Las correlaciones entre los
comportamientos analiticos de los diferentes nutrientes (vitaminas y minerales)
analizados se estudiaron mediante una matriz de correlaciones de Pearson. Respecto a
la relacion entre tener o no parasito, tener o no Giardia o Blastocystis, segun al grupo

(P o C) o subgrupo (A o B) al que se perteneciese y los valores analiticos obtenidos
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para cada nutriente, se realizd un modelo de regresidon lineal con una interaccion entre
parésito y grupo. Dada la presencia de heterocedasticidad en ese modelo, se ampli¢ el
mismo modelizando también la estructura de la varianza mediante minimos cuadrados
generalizados. Del mismo modo se procedié para estudiar el resto de marcadores de

las analiticas citados anteriormente.

El estudio de la identificacion de factores de riesgo de parasitosis entre los pacientes
parasitados se estudié mediante modelos de regresion logistica. De cada habito o
situacion personal valorado se obtuvo el OR ajustado para la presencia de parasitos,
asi como estimaciones de los intervalos de confianza al 95% para esos OR.

Finalmente, se valor6 el efecto del tratamiento sobre los pacientes respecto a la
evolucion de la malabsorcion mediante un modelo de regresion ordinal mixto
incluyendo al individuo como factor aleatorio para controlar la no independencia de

las medidas pre y post intervencion terapéutica.

Los p-valores inferiores a 0,05 fueron considerados como significativos en cada uno
de los andlisis realizados y de cada estimacion realizada se calcul6 el intervalo de

confianza al 95%.

Todos los analisis se realizaron mediante el software R (version 3.4.3) y los paquetes
de R ordinal (version 2018.8-25), NMF (version 0.21), clickR (version 0.4.05) y nlme
(version 3.1-135), con el apoyo de la Unidad de Bioestadistica del Insittuto de

Investigacion Sanitaria de la Fe.
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4.1 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

A lo largo del estudio se analizaron un total de 351 individuos, de los cuales 269
fueron pacientes con sintomatologia gastrointestinal (“grupo P”), junto con 82
individuos sanos como control (“grupo C”). El grupo de pacientes lo conformaron 209
mujeres y 60 hombres con un intervalo de edad comprendido desde los 25 a los 64
afios y una edad media de 43,9 afios. Para el grupo C, se reclutaron 58 mujeres y 24
hombres y la media de edad fue de 32 afios, con una edad minima de 19 afios y

maxima de 45 afos.

Tal y como se muestra en la Tabla 7, el grupo de pacientes sintomaticos se dividié en
dos subgrupos: a) “subgrupo A”, con malabsorcion a lactosa o fructosa, y b)
“subgrupo B” con sintomas, pero con el test del aliento negativo, es decir con

absorcién normal de carbohidratos.

‘Tabla 7: Caracteristicas de los pacientes al ingreso en el estudio.

Subgrupo A Subgrupo B
(n=213) (n=56)
Sexo
Femenino, n (%) 172 (80,8%) 37 (66,1%)
Masculino n (%) 41 (19,2%) 19 (33,9%)
Edad
Afios (media) 40,5 47,4
minimo-maximo 29-55 30-64
Malabsorcion
Fructosa, n (%) 171 (80,3%) -
Lactosa, n (%) 127 (59,6%) -
Combinada, n (%) 84 (39,4%) -
Sintomas intestinales
Diarrea 204 (95,8%) 50 (89,3%)
Estrefiimiento 112 (52,6%) 22 (39,3%)
Distension abdominal (EVA >5) 197 (92,5%) 49 (87,5%)
Flatulencia (EVA>5) 203 (95,3%) 51 (91,1%)
Comorbilidades 31 (14,6%) 5 (8,9%)
Sindrome de Intestino Irritable, n (%) 22 (10,3%) 7 (39,2%)
Enfermedad Inflamatoria Intestinal, n (%) 5 (2,4%) -
Enfermedad Celiaca, n (%) 6 (2,8%) -
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El subgrupo A, con malabsorcion, lo formaron 213 individuos, 172 mujeres y 41
hombres, con una edad media de 40,5 afios. Entre ellos, la malabsorcién de fructosa
fue la més frecuente con un 80,3% de los casos; asimismo, se diagnostico un 59,6% de
casos con malabsorcion a lactosa. Ademas, 84 pacientes fueron positivos para ambas
pruebas (39,4%), por lo que combinaban la malabsorcion de ambos azlcares. El otro
subgrupo de pacientes, sin problemas en la absorcion, lo constituyeron 37 mujeres y
19 hombres, con una edad media de 47,4 afios.

En ambos grupos se registraron sintomas gastrointestinales crénicos. En cuanto a la
alteracion del habito intestinal, se detectd un predominio de las deposiciones diarreicas
en ambos casos, pero mas frecuente en los casos de malabsorcién. Asimismo, en
ambos grupos resultaron frecuentes los casos de distension abdominal, 92,5% en el
subgrupo A, y 87,5% en el subgrupo B. En cuanto a las flatulencias, también fueron
valoradas con puntuaciones altas, 95,3% en el subgrupo A y 91,1% en el subgrupo B.
En la tabla 7 se registrdn los casos con puntuaciones superiores a 5 segin la

evaluacion subjetiva que realizaron los pacientes mediante la escala EVA.

Por ultimo, al revisar la historia clinica se consultaba sobre posibles comorbilidades,
consideradas como tales aquellas patologias intestinales cronicas que pueden ser
responsables de sindromes de malabsorcion como son el Sindrome de Intestino
Irritable (SII), las Enfermedades Inflamatorias Intestinales (EIl) y la Enfermedad
Celiaca (EC). Los pacientes con malabsorcién presentaron un mayor porcentaje de
comorbilidades (14,6%), sobre todo en forma de Sindrome de Intestino Irritable
(10,3%), Enfermedad Celiaca (2,8%) y de Enfermedad Inflamatoria Intestinal (2,4%).

42 PREVALENCIA DE PARASITACION Y ESPECTRO
PARASITARIO

Tras el andlisis parasitologico completo, que se detallara mas adelante, se obtuvo una
prevalencia parasitacion entre los pacientes del 39,8% (107/269) frente a un 14,6%

(12/82) en el grupo control. Se han detectado casos de co-infeccion parasitaria solo



Resultados | 104

entre los pacientes con sintomatologia, con una prevalencia general del 6,3% (17/269),

y casos de multiparasitismo doble (0,06%) y triple (0,007%).

4.2.1 PREVALENCIA DE PARASITACION EN FUNCION DEL SEXO, LA
EDAD Y EL GRUPO DE ESTUDIO

Si analizamos la frecuencia de parasitacion en funcion del subgrupo dentro de los
pacientes sintomaticos, en aquellos casos con malabsorcién (subgrupo A) la
prevalencia resulto ser la més elevada, se diagnosticaron 89 casos positivos (41,8%).
En el subgrupo B, se obtuvo un total de 18 parasitados (32,1%), y 12 en el grupo
control (14,6%).

Entre los pacientes parasitados del estudio se analiz6 la distribucién de casos en
funcién del sexo y la edad. En relacion al sexo, la prevalencia de parasitacion es
practicamente la misma en ambos sexos, 34,5% (92/267) para el sexo femenino y
32,1% (27/84) para el sexo masculino. Para analizar la distribucion de casos en
funcién de la edad, y teniendo en cuenta que se trata de poblacion de adulta, se
establecieron 3 intervalos de edad: a) de 18-39; b) de 40 a 59 y; c) de 60 a 75 afios.
Mas de la mitad de los casos positivos se encuentran en el primero de los grupos, con
un 53,8% (64/119), seguido de los mayores de 40 hasta 59 afios con un 34,5%
(41/119). El namero de casos para el tercer intervalo de edad resulté ser reducido

(11,8%), pero se trata del que menos representacion tienen entre los participantes.

En cuanto a las especies parasitas diagnosticadas en el conjunto de casos, se trata en
todos los casos de protozoos y unicelulares intestinales de las especies: Giardia
intestinalis, Blastocystis sp., Cryptosporidium parvum, Endolimax nana, Entamoeba
coli, Entamoeba hartmanni y lodamoeba butschlii. No se diagnosticé ningin caso de
helmintiasis. Para el diagnéstico de G. intestinalis, y como se detallara en apartado
siguiente, se combiné la microscopia Optica de heces concentradas con métodos
moleculares de deteccidn de antigenos en heces, y de anticuerpos especificos (IgA) en
saliva. El resto de especies parésitas se diagnosticaron exclusivamente por

microscopia.
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En la Tabla 8 se muestra la prevalencia comparada entre pacientes y controles, y la

distribucion de casos segun la especie parésita, de mayor a menor frecuencia.

Tabla 8: Prevalencia de parasitosis por especie parasita y grupo de estudio.

Pacientes Controles
Especies parésitas n % n %
G. intestinalis 66 24,5 1 1,2
Blastocystis sp. 34 12,6 11 13,4
E. nana 3 1,1 0 0,0
E. coli 3 1,1 0 0,0
E. hartmanni 3 1,1 0 0,0
C. parvum 2 0,7 0 0,0
. butschlii 1 0,4 0 0,0

G. intestinalis es el protozoo patégeno mas frecuente en el grupo de pacientes
(24,5%), habiéndose diagnosticado un Unico caso entre los controles (1,2%). Sin
embargo, en el caso de Blastocystis la situacién que revelan los resultados es diferente,
las prevalencias entre pacientes y controles son muy similares, 12,6% y 13,4%,
respectivamente. Del resto de especies destacar los 2 casos de C. parvum como
parasito patdgeno. Las especies de las amebas intestinales E. nana, E. coli, E.
hartmanni y I. bustschlii se consideran de menor relevancia clinica, y ademas todas
ellas han sido diagnosticadas en forma de multiparasitismo, doble y triple, dentro del

grupo de estudio.

La asociacion parasitaria mas frecuente ha sido la co-infeccion entre G. intestinalis y
Blastocystis sp. en 9 de los casos positivos (3,5%). Asimismo, se han combinado en
forma de multiparasitismo doble, Giardia con E. nana en 2 casos (0,7%), y un caso
con E. coli (0,4%); y Blastocystis con E. nana (0,7%) en dos ocasiones, y con E. coli

(0,4%) en una ocasion. La infeccion por tres especies parasitas solo se registré en dos
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pacientes, uno de ellos combinando G. intestinalis, Blastocystis sp. y Entamoeba coli,
y otro caso combinando E. hartmanni, E. nanay I. butschlii.

Al analizar la prevalencia de parasitacion y las especies mas frecuentes entre los
pacientes en funcion de su capacidad de absorber carbohidratos o no, subgrupo By A,

respectivamente, se obtuvieron los resultados que se muestran la Figura 25.
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Figura 25: Prevalencia de parasitacion por especie parasita y grupo de estudio. Los datos
significativos respecto al controlse indican con asteriscos (*) (p<0,05).

Los porcentajes de parasitacion varian en funcion de la especie parasita y el grupo
analizado. Entre los 213 pacientes con malabsorcion y clinica gastrointestinal del
subgrupo A predomina la infeccion por G. intestinalis, obteniéndose la mayor de las
prevalencias con un 26,3% (56/213), superando a la detectada en pacientes con
pruebas de malabsorcion negativas con un 17,9% de parasitacion (10/56), y muy por
encima de los individuos sanos con un 1,1% (1/82). La prevalencia de G. intestinalis
en el subgrupo A de pacientes con malabsorcion resulto estadisticamente significativa
respecto al control (¥*=19,7; p<0,001). Sin embargo, al analizar de forma individual
los casos positivos de Giardia, no se hallo relacion significativa, ni con el sexo, ni con
la edad. La segunda especie mas prevalente entre los pacientes ha resultado

Blastocystis sp., ligeramente superior en el subgrupo con malabsorcién (13,6%,
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29/213) respecto a los del subgrupo B (8,9%, 5/56), pero con unos datos muy
proximos a los de los individuos sanos (13,4%, 11/82), por tanto, sin diferencias
significativas entre grupos. Por ultimo, la especie C. parvum (0,9%) se detectd
exclusivamente en dos casos con clinica asociada a malabsorcién, y los casos de E.
nana se dieron por igual en los pacientes de ambos subgrupos, sin diferencias

significativas entre ellos.
4.2.2 METODOS DIAGNOSTICOS PARA G. intestinalis

Con el fin de optimizar el diagnéstico de Giardia entre los participantes en el estudio
teniendo en cuenta que se trata de pacientes adultos con problemas gastrointestinales
crénicos, y con la ya citada intermitencia del parasito en la eliminacion de formas de
resistencia al medio, se combinaron métodos convencionales con métodos moleculares
para evitar, en la medida de lo posible, los falsos negativos. Se consideraba como un
caso de giardiosis si se obtenia un resultado positivo en al menos una de las tres

pruebas empleadas.

En primer lugar, se realizd a la muestra de heces frescas de cada participante una
inmunocromatografia (ICT) comercial para la deteccion especifica y simultanea de
antigenos de los protozoos C. parvum, G. intestinalis y el complejo Entamoeba
(Simple Crypto-Giardia-Entamoeba, Operon®). El test revel6 10 casos positivos de

G. intestinalis entre las 351 muestras analizadas (2,8%) (Tabla 9).

Tabla 9: Métodos diagndésticos empleados combinados para G. intestinalis.

HECES SALIVA
ICT MO ELISA indirecto
Positivo (69) 10 (2,8%) 17 (4,8%) 62 (17,7%)

Negativo (282) 341 (97,2%) 334 (95,2%) 289 (82,3%)
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Continuando con el analisis coproldgico, se concentraron mediante Ritchie modificado
las tres muestras de heces para analizarlas por microscopia Optica en busca de quistes
de G. intestinalis. Este segundo analisis revelé 7 casos positivos mas que los
diagnosticados con el método inmunocromatogréfico rapido, un total de 17 (4,8%).
Todos aquellos casos positivos detectados por ICT, también lo fueron por
microscopia. Para completar el analisis se combinaron los métodos directos anteriores,
con un método de diagnostico indirecto para la deteccion de anticuerpos especificos
IgA secretora anti-Giardia en saliva, un enzimoinmunoanalisis de tipo ELISA
indirecto. De esta forma, se evitaria la falta de sensibilidad de los métodos directos
relacionada con la baja o nula emisién de formas de resistencia en heces en las
infecciones cronicas por G. intestinalis. La IgAs se encuentra elevada en saliva
mientras la infeccidn esta activa, independientemente del momento del ciclo vital en el
qgue se encuentre el protozoo, por lo tanto, no estd sometida a periodos de
intermitencia. Con este método se obtuvo un total de 62 casos positivos, una
prevalencia del 17,7%. La totalidad de los casos positivos detectados por ICT o
microscopia coincidieron con valores de IgAs aumentada, pero ademas hubo una
elevada proporcion de pacientes con pruebas directas negativas y con resultados de

anticuerpos positivos.

Por Gltimo, para tratar de mejorar aun mas la sensibilidad del diagnostico, teniendo en
cuenta que los métodos directos no habian resultados muy sensibles, y que existe la
posibilidad de fallos en los métodos de deteccion de anticuerpos (periodo de la
infeccion, déficit selectivo de IgA, fallo en la toma o conservacion de la muestra...) se
estudio la aplicabilidad de una Gltima técnica para detectar ADN de Giardia en heces,
la reaccién en cadena de de la polimerasa (PCR) a tiempo real o PCR cuantitativa
(gPCR). Dicha técnica es una interesante alternativa a los métodos convencionales
debido a su rapidez y a su elevada sensibilidad y especificidad; asimismo proporciona
una cuantificacion continua y precisa del ADN que se va formando (Klein, 2002;

Balsalobre-Arenas & Alarcon-Cavero, 2017).
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Tal y como muestra la Tabla 10, se tomaron muestras de heces de 19 pacientes
positivos y 13 de pacientes negativos segun los resultados de ELISA de saliva frente a
G. intestinalis para ser analizadas por qPCR. Los resultados de la gPCR confirmaron
14 de los 19 casos positivos y 10 de los 13 casos negativos.

Tabla 10. Comparacion de resultados con ELISA indirecto y qPCR.

ELISA indirecto

Positivo Negativo
+ 14 3 17
gPCR
- 5 10 15
19 13 32

La tasa bruta de concordancia, probabilidad de que coincidan los resultados de ambas
pruebas, fue de 24/32, es decir del 75%. Al calcular el Coeficiente kappa de Cohen
(medida estadistica que ajusta el efecto del azar en la proporcién de la concordancia
observada para elementos cualitativos) que corrige los resultados de concordancia
descontando las posibles concordancias al azar nos did un “coeficiente ¥ de 0,5 [IC:
0,19-0,79], indicativo de una concordancia entre los tests moderada (50%). Los fallos
de concordancia falsos negativos (3), podrian deberse a la degradacién de los
anticuerpos de la muestra, por déficit inmunoldgico de IgA secretora o por toma
incorrecta 0 mantenimiento inadecuado. Los falsos positivos de saliva (5) pueden estar
relacionados con una falta de emision del ADN del parasito en heces o una muy baja

carga parasitaria, o bien por degradacion o inhibicion de la Taq polimerasa (Tabla 10).

43 ALTERACIONES ANALITICAS EN LA POBLACION DE
ESTUDIO

El andlisis sanguineo que se solicitd a cada participante del estudio, ademas de la

hematologia y bioquimica, analizaba los niveles séricos de vitaminas liposolubles (A,
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D y E) e hidrosolubles (B9 y B12), minerales (Mg, Fe y P), como marcadores de
absorcion intestinal. Del mismo modo, se analizaron los niveles totales de
anticuerpos IgA, IgM, IgG, IgE, asi como de la Proteina C Reactiva (PCR) y la
ferritina, los cuales, junto con el recuento leucocitario, se consideran marcadores de

infeccion/inflamacion inespecifica.

Con el fin de realizar un andlisis méas detallado, se tabularon y analizaron los datos
teniendo en cuenta el grupo y subgrupo al que pertenecia cada participante para poder
establecer comparaciones entre ellos. Asi, comparamos en primer lugar los datos
obtenidos entre los pacientes o sintomaticos (grupo P) y los sanos o controles (grupo
C), para en un segundo andlisis desglosar el grupo de pacientes en el subgrupo A (con
sintomas gastrointestinales y con malabsorcion) y el subgrupo B (con sintomas
gastrointestinales, sin malabsorcién). En primer lugar, se realiz6 un analisis
descriptivo de la muestra, comparando entre medias y desviaciones tipicas (standard
desviation (SD)), medianas y 1°/ 3° cuartil (Q) (mds correcta para aquellos parametros

con valores puntuales muy extremos), entre los diferentes marcadores estudiados.

43.1 MARCADORES DE ABSORCION INTESTINAL: VITAMINAS Y
MINERALES

Para iniciar el estudio de las alteraciones analiticas se realizé un analisis descriptivo
exploratorio de la muestra comparando los resultados para las vitaminas y los
minerales entre los pacientes y los controles, a nivel de medias y medianas (Tabla 11).
En esta primera vision global se pueden observar ligeras variaciones en los datos
analiticos generales, entre los pacientes y los controles, principalmente en el grupo de

las vitaminas.

Para la vitamina A, se pueden observar valores menores, tanto para la media como la
mediana, en el grupo de pacientes con respecto al grupo control, pero en ambos casos

se encuentran dentro del rango de referencia para esta variable.
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Tabla 11: Valores descriptivos de vitaminas y minerales para pacientes y controles.

MARCADORES DE CONTROLES PACIENTES
ABSORCION Media (SD) Media (SD) RRE/T:,\IIE(;(I;IS\I g |EA
INTESTINAL Mediana (1% 3°Q) Mediana (19/3°Q)
Vitaminas LIPOSOLUBLES:
A 51,3 (10,1) 47,1 (12,6)
50 (46/56) 46 (39/54) (42-68) pg/dL
E 12,7 (3,0) 12,9 (3,5)
12,6 (11,2/14,6) 12,6 (10,4/15,2) (8,6-13) pg/mL
b 28,6 (8,81) 24,7 (9,9)
29,2 (21,7/34,2) 23,5 (18,5/28,9) (30-65) ng/mL
Vitaminas HIDROSOLUBLES:
B12 447.1 (144,2) 435,1 (193,4)
463 (353,5/554,5) 399 (324/502) (200-900) pg/dL
ACIDO FOLICO (B9 7,47 (36) 763(51)
(B9) 6.9 (4,8/8.8) 5,8 (4,6/8.5) (3-17) ng/mL
Minerales:
MAGNESIO 22(0.3) 21(0.2)
2,2 (2,012,2) 2,1(2,0/2,2) (1,7-2,7) mg/dL
84,9 (32,7) 90,1 (39,8)
AIERRY 85 (60,5/109,5) 85 (63,5/112) (39-147) pg/dL
. 3,4 (0,6) 3,6 (0,6)
FOEFOIRE 3,5 (3,0/3,9) 3,5 (3,2/4) (2,7-4,5) mg/dL

En el caso de la vitamina D, llama la atencion que se obtienen valores por debajo del
rango de referencia en ambos grupos de estudio, ya que se esperaban valores por
encima del rango de referencia para el grupo control, puesto que no deberian tener en
principio comprometida su absorcion, y de nuevo los valores medios son mas bajos aun

en el grupo de pacientes.

En relacion a las vitaminas hidrosolubles, también aparece la tendencia al déficit entre

los pacientes del estudio, con medianas inferiores a las del control tanto para la
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vitamina B12 como la vitamina B9, sin embargo, no se encuentran en niveles

patoldgicos; en ambos casos estan dentro de rango normal.

En el grupo de los minerales, magnesio, hierro y fosforo, no se observan diferencias
entre los distintos grupos de estudio: en el caso del hierro y del fosforo las medianas
coinciden. Cuando se comparan los niveles de magnesio se obtienen valores de media

y mediana muy similares.

En un segundo andlisis se evaluaron los datos teniendo en cuenta los subgrupos de
pacientes a los que pertenecian los pacientes, en funcion de si presentaban
malabsorcion asociada a la clinica gastrointestinal (subgrupo A), o no (subgrupo B).
Como se puede observar en la Tabla 12, y como ya ocurria en el primer analisis,

aparecen valores mas heterogéneos en el apartado de las vitaminas.

Para las liposolubles, en el caso de la vitamina A los valores de media y mediana para
el subgrupo A son menores que para el resto de grupos. Sin embargo, los valores de los
tres grupos se mantienen dentro del rango de referencia para esta vitamina. En el caso
de la vitamina D todos los valores se encuentran por debajo de los de referencia

independientemente del grupo, siendo inferiores para pacientes.

Como se reflejaba en el primer andlisis los valores de vitamina B12 y vitamina B9
son inferiores a los del control, en concreto la vitamina B12 alcanza su menor valor

medio en el subgrupo B, y la vitamina B9 la menor de las medianas en el subgrupo A.

En el grupo de los minerales y siguiendo con la tendencia del primer analisis, no se
hallan diferencias entre las medias y medianas, ademas de mantenerse todos los

valores dentro de los rangos de referencia establecidos.
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Tabla 12: Valores descriptivos de vitaminas y minerales para los subgrupos de estudio.

CONTROLES
MARCADORES Media
ABSORCION (SD) Mediana
INTESTINAL (19/3°Q)
Vitaminas LIPOSOLUBLES:
51,3 (10,1)
A 50 (46/56)
12,7 (3,0)
E 12,6 (11,2/14,6)
28,6 (8,81)
D 29,2 (21,7/34,2)

Vitaminas HIDROSOLUBLES:

4471 (144,2)
B12 463 (353,5/554,5)
7,47 (3,6)
B9 6,9 (4,8/8,8)
Minerales:
2,2(0,3)
MAGNESIO 2,2 (2,0/2,2)
84,9 (32,7)
HIERRO 85 (60,5/109,5)
3,4 (0,6)
FOSFORO 3,5(3,0/3,9)

SUBGRUPO A

Media (SD)
Mediana (1%3°Q)

46,6 (12.,8)
45 (38/54)

12,8 (3,4)
12,4 (10,5/15,1)

25,5 (10,1)
24,2 (19,5/30,1)
452,7(196,9)
402 (341/526,3)

76 (5,1)
5,6 (4,6/8,4)

2,1(0,2)
2,1 (1,9/2,2)

89,8 (40,2)
85,5 (63/111,5)

3,6 (0,6)
3,6 (3,2/4)

SUBGRUPO B

Media (SD)
Mediana (1°3°Q)

49,1 (11,8)
48 (40,8 /55,3)

13,1(3,8)
12,9 (10,1/15,4)

21,6 (8,9)
20,9 (15,1/26,6)

369,3 (165,4)
372 (258/438)

8,3 (4,9)
6,9 (4,5/12,4)

2,1(0,1)
2,1(1,9/2,2)

90,8 (38,7)
85 (67/112)

3,5(0,6)
3,5 (3,1/3,9)

RANGOS DE
REFERENCIA

(42-68) pg/dL

(8,6-13) pg/mL

(30-65) ng/mL

(200-900) pg/dL

(3-17) ng/mL

(1,7-2,7) mg/dL

(39-147) pg/dL

(2,7-4,5) mg/dL

Para aquellos valores en los que se detectaron alteraciones en la fase descriptiva

anterior se realiz6 un estudio mas detallado de los resultados obtenidos por grupos y

subgrupos acompafiados de un analisis estadistico. En este andlisis también se tendra

en cuenta como variable el estar parasitado o no, incluso la especie parasita, para
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evaluar el posible efecto de su presencia y las consecuencias sobre los pardmetros

analiticos.
4.3.1.1 Vitamina A

En el andlisis inicial se apreciaba una tendencia al déficit de vitamina A en el grupo de
pacientes. Se calcul6 el porcentaje de valores bajos de esta vitamina, dentro de cada
grupo y subgrupo, al compararlos respecto a los rangos de referencia para valorar con
qué frecuencia se observa este déficit (Figura 26). En el subgrupo A se detectd el
mayor porcentaje de sujetos con déficit, siendo de un 40%, y un tanto inferior (30%)
para el subgrupo B; en ambos casos esta alteracion resultd mas frecuente que en los

controles (12%).

Grupo Control Subgrupo A SubgrupoB

m déficit de vitamina &

Figura 26: Frecuencia de sujetos con déficit de vitamina A respecto a los rangos de
referencia en funcién del grupo o subgrupo de estudio.

Por otro lado, se representaron lo valores analiticos individuales de vitamina A
(ng/dL) (en diagramas de cajas y se obtuvo la Figura 27. En dicha figura se ha
representado en verde, los valores del rango referencia, y en negro, la mediana para
cada grupo y subgrupo. Se aprecia claramente que cuando hay sintomas las medianas
son inferiores al control, con mayor nimero de casos de deficiencia en los que ademas

de clinica tienen malabsorcién (subgrupo A).
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Figura 27: Valores de vitamina A individuales por grupo y subgrupo. Rango de
referencia lineas verdes en eje de ordenadas.

Para comprobar si las diferencias que se apreciaban en la Figura 27 eran significativas
se realizd una regresion lineal con modelizacion de la estructura de la varianza para
los valores individuales y comparando entre controles y los subgrupos. De esta forma,
se obtuvieron unos valores (estimacion del efecto de pertenecer a un grupo/subgrupo
concreto) para los pacientes con malabsorcién del subgrupo A de -4,7 puntos, con
respecto al grupo control (p=0,013), lo cual indica que los valores de estos pacientes
son deficitarios respecto a los controles, los valores analiticos no diferian en su

conjunto de forma significativa respecto a los de los controles (p=0,455).

Continuando con el analisis dentro del subgrupo A, en el cual las diferencias han
resultado ser estadisticamente significativas, se llevo a cabo un estudio del efecto de la
parasitacion sobre los niveles séricos de vitamina A. Se analizaron los resultados de
las analiticas teniendo en cuenta si estaba parasitado o no cuando se les realizo el
analisis. En primer lugar, se calculé la frecuencia de déficit de vitamina A en funcion
de los rangos, y resultd ser mayor para los casos de pacientes parasitados (52%)

respecto a los no parasitados (33%).
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Al comparar los valores absolutos de cada situacion (Figura 28) se evidencio una

mediana inferior para los parasitados.

Subgrupo A
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Figura 28: Valores de vitamina A individuales para pacientes del subgrupo A,
parasitados (rojo) y no parasitados (negro). Rango de referencia lineas verdes en eje
de ordenadas.

Como resultado de la regresion lineal de los valores de cada situacion y comparacion
entre ellos se obtuvo un valor promedio de vitamina A de -5,8 puntos, para los
pacientes con malabsorcion y parasitados respecto a los no parasitados (valor
promedio de 48,8), es decir valores promedio significativamente inferiores en
presencia de parasitos (p=0,0112). Los datos de déficit de vitamina A mas acusado se

encuentran entre los parasitados.

Por altimo, dentro del subgrupo A y los pacientes parasitados, se llevo a cabo un su
analisis del posible efecto de la parasitacion intestinal por una especie concreta,
relacionado con el habitat de parasitacion o su poder patégeno, sobre los niveles de
vitamina A.
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Las especies pardsitas que se analizaron fueron las mas prevalentes en el estudio: G.
intestinalis y Blastocystis sp. Como se puede observar en la Figura 29 sobre frecuencia
de déficit de vitamina A asociada a la parasitacion, fue en aquellos pacientes
parasitados con Giardia donde se acumularon un mayor nimero de casos con déficit
de vitamina A, el 51,6% de los afectados, seguido por el 50,6% de los parasitados por
Blastocystis, en ambos casos por encima del 33% de déficit detectado en los pacientes

del mismo subgrupo, sintométicos y con malabsorcion, pero sin parasitos.

Sin parasitos Blastocystis sp. Giardia intestinalis

m deficitdevitamina A

Figura 29: Frecuencia de sujetos del subgrupo A con déficit de vitamina A respecto
a los rangos de referencia segun si estan parasitados o0 no y segln la especie.

Al comparar mediante regresion lineal los valores analiticos individuales de los
sujetos afectados por cada especie parasita en paralelo con los de los de los sujetos no
parasitados se detectd un descenso medio de los valores de -6,6 puntos por debajo para
los parasitados por G. intestinalis, resultando este dato estadisticamente significativo
(p=0,0035). Sin embargo, en los casos de parasitosis por Blastocystis sp., aunque el
valor promedio también fue negativo -4,4, indicando un valor inferior al de los no
parasitados, esta diferencia no resulté lo suficientemente marcada para resultar

significativa (p=0,230).
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4.3.1.2 Vitamina D

En el anélisis descriptivo se apreciaba una tendencia general al déficit de vitamina D,
tanto en pacientes, como en controles. Como muestra la Figura 30, en la que se
representan los valores individuales (ug/ml) como un punto dentro del grupo al que
pertenece, las medianas en todos los casos son inferiores respecto a los rangos de
referencia (lineas verdes en eje de las ordenadas), se observa una situacion de déficit
generalizada, en todos los casos la mediana es inferior al rango, y los casos de
pacientes presentan los datos mas bajos de esta vitamina. Para analizar
estadisticamente si las diferencias que se apreciaban en la Figura 30, de nuevo y como
en el caso de la vitamina A, se realiz6 una regresion lineal en la que se modeliz6 la
estructura de la varianza y se compararon los valores en funcién del subgrupo y
respecto a los controles.
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Figura 30: Valores de vitamina D individuales por grupo y subgrupo.
Rango de referencia lineas verdes en eje de ordenadas.
Para el caso del subgrupo A, pacientes con malabsorcion, el valor del efecto del
subgrupo fue de -3,04 respecto a los 28,6 puntos de los controles, lo cual significa un
promedio de 3 puntos por debajo en los valores de este subgrupo, descenso
significativo (p=0,049). EI mismo efecto se detectd entre los pacientes del subgrupo B,

con un valor de -6,98 respecto al control y una p=0,0002. Dentro del subgrupo A, y
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para los parasitados, se continu6 con el andlisis para estudiar si la parasitacion tenia
efecto sobre los niveles de vitamina D y tras la regresion lineal y comparacion de los
valores obtenidos con parasitados y no parasitados se obtuvo un valor para los
primeros de -0,18, es decir ligeramente inferior al de los pacientes sin paréasitos, que
obtuvieron un valor de 25,6. No se pudo demostrar que la presencia del parasito tenga
un efecto significativo sobre la absorcion de la vitamina D (p=0,092), pero si el hecho

de pertenecer al grupo de pacientes y tener sintomas.
4.3.1.3 Vitamina E

Para finalizar el analisis, se llevo a cabo un matriz de correlacion entre los valores
analiticos obtenidos para vitaminas y minerales para evaluar la posible existencia de
correlacién entre sus comportamientos analiticos mediante el coeficiente de
correlacién de Pearson, indice utilizado para medir el grado de relacién que tienen dos
variables, ambas cuantitativas. De todos los datos comparados, Gnicamente se muestra
correlacion entre los valores de la vitamina A y la vitamina E, con un coeficiente de
correlacion de r=0,32, lo cual seria indicativo de que en los pacientes en los que se ha
detectado deficiencias de vitamina A, también se detectan niveles de vitamina E
inferiores, aunque en el andlisis descriptivo general no haya quedado patente dicha

deficiencia mediante medias y medianas.
4.3.2 MARCADORES DE INFECCION/INFLAMACION

El segundo grupo de variables estudiadas lo forman los marcadores de
infeccion/inflamacion: los anticuerpos séricos totales y las proteinas de fase aguda
(Tabla 13); y el recuento leucocitario, porcentajes y valores absolutos (Tabla 14),
cuyos niveles pueden verse alterados en procesos infecciosos o inflamatorios.
Continuando con el analisis descriptivo exploratorio de la muestra, se compararon

entre los pacientes y los controles los resultados de medias y medianas.
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Tabla 13: Valores de media y mediana de anticuerpos y proteinas de fase aguda
obtenidos para pacientes e individuos sanos.

MARCADORES
INFECCION/
INFLAMACION

Anticuerpos totales:

CONTROLES

Media (SD)
Mediana (1%3°Q)

PACIENTES

Media (SD)
Mediana (1°3°Q)

RANGOS DE
REFERENCIA

214,1 (72,5) 219 (87,8) (70-310) mgdl
19A 209 (165,5/274,5) 203 (160/269,8)
152,5 (118,7) 124,4 (76,4) ST L
IgM 120 (95,5/151,5) 108 (81/150,5) ( ) mg
1237,8 (224,2) 1079,1 (222,7) LA AL
19G 1240 (1120/1400) 1060 (930,2/1220) (650-1.400) g
93 (7,1) 100,2 (227,8) (0-100) UfdL
IgE 93 (90,5/95,5) 25,5 (8/79,5)
Proteinas de fase aguda:
PROTEINA C 2,2 (4.0) 26 (36) (0-8) mg/L
REACTIVA 1,2 (0,6/1,9) 1,2 (0,5/3.2)
72,8 (83,4) 75,9 (69,8)
10-120) ng/dL
FERRITINA 37 (24/90,5) 56,5 (27/101,5) ( )ng

Como se observa en la Tabla 13, se obtuvieron valores de anticuerpos totales muy
parecidos en ambos casos Yy, todos ellos, dentro de los rangos de referencia. Se
esperaban valores aumentados en el grupo de los pacientes por ser los que mayor

prevalencia de parasitacion mostraron, pero las medias resultaron ser muy parecidas.

En relacion a las proteinas de fase aguda, que se esperaban aumentadas en relacién a
la inflamacion en los pacientes, solo para la ferritina fue en la que se apreci6 un ligero
aumento al comparar con el grupo control, encontrandose ambos valores dentro del

rango de referencia.
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Tabla 14: Valores de media y de mediana de células de la serie blanca para pacientes e
individuos sanos.

MARCADORES DE

INFECCION/ CONTROLES PACI_ENTES RANGOS DE
INFLAMACION Media (SD) Media (SD) REFERENCIA
Mediana (1%3°0) Mediana (1%3°0)
Recuento leucocitario:
Porcentajes
, 53,9 (8.,6) 55,3 (9,7)
MESHCIAIHe 54,2 (48,9 /59,7) 55,5 (48,4/61,5) (35-80)
34,2 (8,3) 33,6 (8.6)
LINIFOIEIIER v 34,2 (29,3/38,7) 33,3 (27,4/39,4) (20-45)
8,8 (23) 7,8(19)
MONOCITOS % 8,3 (7,4 110) 7,7 (6,409,1) (4.0-12)
, 2,4 (19) 2,9 (19)
EoElNOIF LB 2,2 (1,25/3) 2,5 (1,5/38) (10-50)
, 0,4 (03) 0,4 (03)
B 0,4 (0,2/0,5) 0,4 (0,2/0,6) (0,0-15)
Valores absolutos
, 3,3(09) 3,6 (15)
NEDIRHEAILOE 33(27/3,7) 3,4 (2,6/4,2) (1,9-7,3) x10%/uL
2,09 (0,6) 2,1(07)
LINFOCITOS 2,0 (1,6/2,4) 2,0 (1,6/2,4) (1,0-3,0) x10¥pL
05(02) 05(02)
IOt 0,5 (0,4/0,6) 0,5 (0,4/0,6) (0,3-1,0) x10%uL
, 0,2(0.1) 0.2(02)
SeENORL0E 0,1(0,1/0,2) 0,2 (0,1/0,2) (0,0-0,5) x10%/uL
, 0,02 (0,01) 0,03 (0,02)
e 0,02 (0,01/0,03) 0,02 (0,01/0,03)  (0,0-0,2) x10%/uL

Cuando se compararon los valores relativos y los absolutos de cada subpoblacién de
leucocitos, no se observaron diferencias entre grupos. Ademas, todos los valores de

medias y medianas obtenidos para ellos cumplen con los rangos de referencia.

Como no se obtuvieron diferencias en el analisis descriptivo entre grupos, no se

continué con el analisis por subgrupo.
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4.3.3 OTROS MARCADORES ANALIZADOS

Otros pardmetros que también se tuvieron en cuenta para la comparacion entre
pacientes y controles fueron los niveles séricos de albimina, cuyo descenso ocurre en
enfermedades hepéticas o en situaciones de desnutricion de larga duracion, y los
marcadores relacionados con anemia: hemoglobina, hematocrito y hematies,

relacionados con sindromes de malabsorcién intestinal cronicos.

En el caso de la albimina las diferencias entre medias y medianas al comparar el
grupo control con los subgrupos de pacientes, y de los subgrupos entre ellos, son tan
ligeras que no se continud con el andlisis estadistico (Tabla 15).

Tabla 15: Valores descriptivos de albimina y marcadores de anemia para los subgrupos de

estudio.
OTROS CONTROLES SUBGRUPOA  SUBGRUPO B

MARCADORES X X .

ANALI1ZADOS Media (SD) Media (SD) Media (SD) RANGOS DE
Mediana Mediana (19/3°Q.) Mediana REFERENCIA

4,5(0,3) 4,5(0,3) 4,4 (0,3)
. 3,4-5,4) g/dL
ALBUMINA 4,5 (4,3/4,7) 4.5 (4,3/4,6) 4,5 (4,2 /4,6) ( )9

Marcadores de ANEMIA:

143 (1,1) 13,2 (2,0) 14,6 (2,1)
HEMOGLOBINA 142 (14,0/14,3) 13,3(13,1/13,4)  13,2(14,3/14,7) (12-18) g/dL
4,7 41,0 45,5

HEMATOCRITO 41,7 (41,3/41,8) 41,2 (41,3/4,5) 45,4 (45,3/45,7) (36,1-50,3) %

) 4,8 4,62 4,8
HEMATIES 4,5 (4,3/4,6) 4,5 (4,2/4,6) 4,5 (4,1/4,6) (3,8-6,5) x10%/L

En relacion a los marcadores de anemia, con ninguno de los tres marcadores se
observaron diferencias sustanciales entre las medias y medianas obtenidas a partir de
los datos individuales. Se analizaron por regresion lineal los valores individuales en
funcion del grupo, del subgrupo y de estar “parasitado” /“no parasitado” y en ningun

caso se obtuvieron diferencias significativas.
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4.4 FACTORES DE RIESGO DE PARASITOSIS INTESTINAL

Durante la anamnesis que se realizé a todos los participantes al ingreso al estudio se
les cuestiond sobre determinados factores de riesgo, situaciones personales y habitos,
potencialmente relacionados con la adquisicién de una parasitosis intestinal. Los
pardmetros analizados fueron recopilados de estudios epidemioldgicos sobre
parasitosis intestinales en paises industrializados (Fletcher et al., 2012; Horton et al.,
2018) y fueron los siguientes.

1) Nacionalidad extranjera: se tomaba como posible factor de riesgo para aquellos
casos de personas que, aungue residian de forma permanente en Espafia, provenian de
paises endémicos de parasitosis intestinales y que viajaban regularmente a su pais de

origen.

2) Profesién de riesgo: entendiéndose por ello, cualquier trabajo en el que se esté en
contacto directo con humanos (nifios, sobre todo, pero también adultos), animales y/o

sus excrementos.

3) Consumo habitual de frutas o verduras ecol6gicas: se entiende por cultivo
ecoldgico aquel que evita el uso de productos quimicos de sintesis como fertilizantes,
abonos, herbicidas y pesticidas, y que en ocasiones se abona con excrementos

animales.

4) Contacto con animales: en el ambiente urbano el contacto con animales puede ser
que se restringa a las mascotas en la mayoria de los casos, pero también pude darse el

contacto con otros animales por aficiones o por combinar la vida rural con la urbana.

5) Viajes a paises endémicos: se preguntaba si habian viajado en los Gltimos cinco
afios a paises tropicales o subtropicales por ser en su mayoria endémicos en parasitosis
intestinales existiendo la posibilidad de parasitismo importado con clinica
gastrointestinal relacionada en el tiempo con dicho viaje 0 a la vuelta del mismo

(diarrea del viajero).
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En un primer analisis, se calculd la frecuencia de la asociacién entre las parasitosis
diagnosticadas entre los participantes y cada uno de los factores de riesgo. Los
potenciales factores asociados con la prevalencia parasitosis intestinales se
examinaron mediante un analisis univariado (Tabla 16). La variable dependiente fue
estar parasitado, mientras que las variables independientes fueron la nacionalidad,
habitos y condiciones de vida.

Tabla 16: Frecuencia de la asociacion entre parasitosis y los potenciales factores de riesgo.

Parasitados OR
VARIABLES N n % (1C del 95%) Valor p
Nacionalidad extrajera 17 9 52,9 1,32 (0,41-4,29) 0,640
Profesion de riesgo 56 26 46,4 2,16 (1,14-4,21) 0,022*

Viajes a zonas endémicas 75 37 49,3 1,9 (1,03-3,57) 0,043*

Contacto con animales 89 37 41,6 1,67 (0,95-2,92) 0,072

Frutas y verduras ecolédgicas | 180 95 52,8 6,81 (4,03-11,9) <0,001*

N: n° de individuos que presentan esta variable; n: n° de individuos parasitados; OR: Odds ratio;
IC: intervalo de confianza. Las diferencias significativas respecto al control se representan con
asteriscos (*).

Todas las variables que se consideraron respecto a la presencia de parésitos se
incluyeron en un andlisis estadistico para identificar los factores de riesgo de
parasitosis. El nivel de significacion estadistica se establecié como p <0,05, y para
cada factor estadisticamente significativo, se calculé el Odds Ratio (OR) con un
intervalo de confianza (IC) del 95% mediante el analisis de regresion logistica

univariable y multivariable (Tabla 16).

Se identificaron tres factores de riesgo que incluia: la profesion de riesgo por contacto

directo con humanos, animales o sus excrementos (OR = 2,16; IC del 95% = 1,14-
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4,21; p = 0,022), viajes a zonas endémicas en los dltimos afios (OR = 1,90; IC del
95% = 1,03-3,57; p = 0,040), y finalmente, los participantes que consumian de forma
habitual frutas y verduras ecoldgicas tuvieron las mayores tasas de infeccion por lo
que fue el factor con mayor riesgo de transmisién de parasitos (OR = 6,81; 95% IC =
4,03-11,9; p <0,001). A pesar de que el contacto directo con animales (41,6%; p =
0,07) y tener una nacionalidad de un pais endémico (52,9%; p = 0,64) fueron factores
que tuvieron tasas de infeccidn altas, estas variables no resultaron estadisticamente

significativas (Tabla 16).
4.5 ANALISIS DE LA ASOCIACION PARASITOS-MALABSORCION

Conocida la prevalencia de parasitos intestinales entre la poblacion de estudio y su
estado de malabsorcion al ingreso, en este apartado se analiza la posible relacion entre
la infeccién y la incapacidad de absorcidn, para tratar de clarificar el papel de la

parasitacion, como desencadenante o agravante, de dichos sindromes de malabsorcién.

451 ASOCIACION PRESENCIA DE PARASITOS Y ESTADO DE
MALABSORCION

Partiendo de una prevalencia de parasitacion del 41,8% entre los 213 pacientes del
subgrupo A, con malabsorcion simple o combinada, se realiz6 un andlisis inicial de la
asociacion entre la presencia de parésitos (independientemente de la especie) y la

malabsorcidn.

En la siguiente Figura 31 se representa el analisis de la probabilidad de padecer algun
tipo de malabsorcion en funcion de si si esta parasitado o no. La probabilidad de tener
malabsorcion es mayor en los pacientes parasitados (72%), que en los no parasitados
(53%)
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Figura 31: Analisis de la probabilidad de presentar malabsorcién en asociacién a
las parasitosis intestinales.

Tras el andlisis estadistico de los resultados mediante regresion logistica ajustada por

edad y comorbilidad, debido a que los resultados no eran homogéneos, se obtuvo una

asociacion significativa entre la presencia de paréasitos y el estado de malabsorcion de
carbohidratos (OR = 2,27; IC del 95% = 1,39-3,78; p <0,001).

4.5.2 ASOCIACION PRESENCIA DE PARASITOS Y MALABSORCION A

FRUCTOSA

Del total de los pacientes con malabsorcion a carbohidratos, la de fructosa fue la mas

frecuente (63,6%). En este contexto, se analizd la probabilidad de padecer

malabsorcion a fructosa en funcién de la presencia o no de parasitos intestinales

(Figura 32).
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Figura 32: Andlisis de la probabilidad de presentar malabsorcion a fructosa en

asociacion a las parasitosis intestinales.

La Figura 32 muestra como la probabilidad de padecer intolerancia a fructosa entre los
parasitados (57%) es superior a la de los “no parasitados” (43%). El analisis mediante
regresion logistica de la asociacion entre ambas variables, nos mostré una relacion
estadisticamente significativa entre ambas (OR = 1,72; IC del 95% = 1,8-2,7; p =
0,020) a pesar que la parasitacion intestinal, independientemente de la especie

parasita, aumenta la probabilidad de desarrollar malabsorcién a fructosa.

Un segundo analisis, y para concretar més el papel que juegan los parasitos, se
repitieron los andlisis anteriores teniendo en cuenta las especies implicadas y su
hébitat de parasitacion. Los pardsitos que se analizaron respecto a la variable
malabsorcion a fructosa fueron los més prevalentes: G. intestinalis y Blastocystis sp.,
junto con los casos de C. parvum por su caracter patdgeno. Asimismo, se hizo un
primer andlisis para los protozoos que afectan a la parte alta de intestino delgado, zona
con elevada capacidad de absorcion de nutrientes, Giardia y Cryptosporidium; y un

segundo andlisis para Blastocystis sp., que habita en el intestino grueso.
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Al analizar la prevalencia de malabsorcion a fructosa entre los parasitados por las
especies de intestino delgado (Giardia/Cryptosporidium), se observo que de los 58
pacientes con malabsorcion y parasitados, 52 de ellos (89,5%) presentaban
malabsorcion de tipo fructosa. Tras el andlisis estadistico de los resultados mediante
regresion logistica se confirmd que la presencia de Giardia/Cryptosporidium se
manifiesta como malabsorcién a fructosa con una frecuencia significativa (OR = 3,08;
IC del 95% = 1,7-5,7; p<0,001) y, por tanto, se puede considerar a dichos parésitos
como dafiinos. Se calcul6 el riesgo relativo que supone la parasitosis respecto a la
malabsorcion a fructosa y resultd ser de 2, que significa que las personas infectadas
por dichos parasitos tienen el doble de riesgo de padecer malabsorcion a fructosa que

las que no lo estan.

Por ultimo, se valord la relacién entre Blastocystis sp., parasito del célon, y la
malabsorcion a fructosa. De los 45 pacientes diagnosticados de dicho parésito, el
51,1% padecian de malabsorcion de fructosa, sin embargo, a pesar de ser elevado el
porcentaje de asociacién, no se confirmd una asociacion significativa entre ambas
variables tras el andlisis estadistico (OR = 0,85; IC del 95% = 0,4-1,6; p = 0,076).

4.5.3 ASOCIACION PRESENCIA DE PARASITOS Y MALABSORCION A
LACTOSA

La malabsorcion de lactosa la padecian 127 de los representantes del subgrupo A
(59,6%). Cuando se analizé cudl era la probabilidad de padecer dicha malabsorcion
entre los parasitados se obtuvo un 37%, lo cual se encontraba ligeramente por encima

de lo obtenido en los casos negativos (32%) (Figura 33).

Ademas del andlisis general se valoro6 el estar parasitado por parasitos de parte alta
intestinal (Giardia/Cryptosporidium) y tener malabsorcion a lactosa. Se detectaron 29
casos de malabsorcién entre 58 pacientes parasitados (50%). El analisis estadistico de
los resultados no mostré relacion significativa para este tipo de malabsorcién y las
especies que parasitan duodeno/yeyuno (OR = 1,32; IC del 95% = 0,7-2,3; p = 0,089).
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Figura 33: Andlisis de la probabilidad de presentar malabsorcion a lactosa en
asociacion a las parasitosis intestinales.

En un altimo analisis, se observo gque de los 45 pacientes parasitados con Blastocystis,
19 de ellos presentaban malabsorcién a lactosa, por tanto, una prevalencia del 42,2%.
Tampoco en el este caso del parésito colénico, el analisis estadistico mostro
significancia (OR = 1,24; IC del 95% = 0,6-2,4; p = 0,099).

4.6 VALORACION DE LA EFICACIA DE LA TERAPIA COMBINADA

La terapia combinada (farmacoldgica y dietético-nutricional) se aplic6 a los pacientes
del subgrupo A (sintoméaticos con malabsorcion) con diagndstico de parasitos
intestinales. Asimismo, solo para este apartado del estudio se cre6 un control interno
dentro del subgrupo A con pacientes “no parasitados” denominado “Control Interno”,
a los que se les aplicé también la misma terapia dietético-nutricional que a los
parasitados durante un afio. Finalizados estos tratamientos se les repitieron las pruebas
de malabsorcién para valorar la evolucion clinica y capacidad de absorcion de

carbohidratos.
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46.1. VALORACION DE LA EFICACIA DEL TRATAMIENTO
FARMACOLOGICO

El tratamiento antiparasitario que se siguio fue el recomendado con el farmaco de
eleccion para cada especie parasita segun The Medical Letter On Drugs and
Therapeutics, Drug for Parasitic Infections (Abramowicz et al., 2007; Abramowicz,
2013). Los encargados de pautar la medicacion fueron los médicos incluidos dentro
del proyecto de investigacion del Servicio de Endocrinologia y Nutricion del Hospital
La Fe.

A todos los pacientes con G. intestinalis, se les tratd como primera opcion con
metronidazol, 250 mg cada 8 horas durante 7 dias. En la practica clinica, se demostré
gue estos tratamientos no eran efectivos en todos los casos y al revaluar a los pacientes
continuaban parasitados. En estos casos, se buscaron tratamientos alternativos o pautas
de administracion diferentes, en busca de una mayor eficacia. Por tanto, como segunda
opcidn terapéutica se pautd tinidazol, 2 g a dosis Unica. Si con esto no se conseguia
eliminar el parésito, la siguiente opcién propuesta fue administrar de nuevo
metronidazol a la misma dosis 500 mg cada 8 horas durante 7 dias, repitiendo la pauta

con una semana de descanso entre medio.

Solo para algunos casos en los que se agotaron las posibilidades anteriores de
tratamiento, se empled la nitaxozanida (tratamiento no comercializado en Espafia, que
se consiguié como medicamento extranjero a través de la farmacia del Hospital la Fe).
Ademas, este farmaco se emple6 para un paciente que combiné G. intestinalis y C.
parvum (500 mg via oral, dos veces al dia, 3 dias) por ser el de eleccién para este

Gltimo y también efectivo frente a G. intestinalis.

En cuanto a Blastocystis, se empled como eleccion metronidazol 750g cada 8 horas

durante 10 dias. En los casos de fallo terapéutico se repetia el mismo tratamiento.

Al final del estudio un 15% de los pacientes parasitados han necesitado méas de un
tratamiento farmacoldgico para eliminar sus parasitos. Hasta en 45 casos se necesito

repetir el tratamiento antiparasitario, en 9 casos se necesitaron 2 tratamientos, y 3
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casos necesitaron hasta 4 tratamientos. Cabe destacar que la gran mayoria de los casos
en los que la medicacion no elimind los parasitos, estaban diagnosticados de
enfermedades autoinmunes o algiina inmunosupresion, y todos pertenecian al grupo de

pacientes (subgrupos Ay B).

Para otros parasitos de menor importancia clinica como, E. nanay E. coli, se valor6 la
clinica del paciente antes de pautar el tratamiento, y como en todos los casos era
compatible con alteraciones gastrointestinales se decidi6 tratar con metrondiazol (250
mg cada 8 horas durante 7 dias) y paramomicina (25-35 mg/kg/dia repartidas en 3
dosis entre 5-10 dias), respectivamente. Para los casos de E. hartmanni y I. butschlii
como iban acompafiados de E. nana o de otra especie primaria como G. intestinalis y

Blastocystis sp., se traté con el farmaco de eleccidn para estos Gltimos.

4.6.2 VALORACION DE LA EFICACIA DEL MANEJO DIETETICO-
NUTRICIONAL

Después de aplicar durante unos meses las recomendaciones comentadas en el
apartado de material y métodos, con la restriccion o supresién parcial de los alimentos

citados en el protocolo FODMAPs, surgieron algunas limitaciones.

Cuando se eliminaba de forma completa o casi completa la lactosa o fructosa de la
dieta durante 2 meses, tal y como marcaba el protocolo FODMAPs (Huaman et al.,
2014), al intentar reintroducirla de forma general les generaba un aumento de gases,
distension e incluso diarrea, aunque la tomaran en cantidades pequefias. Asimismo, se
detect6 que los pacientes presentaban poca adherencia a la dieta, ya que la describian
como mondtona y poco variada, y algunos de ellos por la supresion de los alimentos
de origen vegetal que se les hacia, empezaron a tener efectos secundarios como el
estrefiimiento y todas las consecuencias que este genera (distension abdominal,
malestar...). Por ello, se valor6 la problematica y se decidié cambiar el procedimiento
de actuacion, disefiando un nuevo protocolo de intervencion dietético-nutricional para

estos pacientes que se describe a continuacion.
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Se decidié incluir dentro del manejo de los pacientes la solicitud de un “diario
dietético”. Esta, es una herramienta de trabajo usada para valorar los habitos
alimenticios del paciente durante varios dias, y asi poder valorar sus habitos de
consumo. Para ello, se les hacia entrega a los pacientes un documento impreso para
rellenar durante 4 dias, tres entre semana y 1 de fin de semana, alterno o consecutivo,
segln preferencias. Asimismo, se les explicaba como debian anotar todos los
alimentos consumidos y, en caso de haberlos, los sintomas post-ingesta, para evaluar
con qué alimentos o0 en qué momentos aparecia mas sintomatologia e intentar paliarla

con intervencién dietética.

Junto con la informacién escrita, se les indicaba que debian recortar o hacer una foto a
todas las etiquetas con los ingredientes y tabla de composicién de los alimentos
envasados que consumian con el objetivo de analizar la composicion de cada uno de

ellos y valorar si estaba indicado tomarlo segun los sintomas que referian (Figura 34).

Con la informacion recogida de los habitos dietéticos, sintomatologia post o previa
ingesta y los resultados de las pruebas de malabsorcion, se ajustaba la alimentacion del
paciente con intervenciones dietéticas personalizadas con la pretension de minimizar
la sintomatologia gastrointestinal autoreferida en el diario dietético y en la anamnesis
realizada el primer dia del estudio. El analisis del diario dietético fue personalizado.
De esta forma se obtenia informacién cualitativa y cuantitativa de la ingesta diaria, y
se trabajaba junto con €l para ensefiar y educar que alimentos concretos evitar, y por

qué, segun el contexto de sintomas y diagnostico que presentaba.
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Desayuno Galletas Maria
Alimentos/cantidades a ser posible pesadas y hora GALLETA MARIA. Ingredientes: Harina de
TRIGO 74 3%, azlicar, grasa de paima, jarabe de
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Leche de almendras con 4 gauetas Maria. gasificantes (bicarbonato de amonio, bicarbonato
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Figura 34: Ejemplo de material dietético con etiquetas y diario recibido del paciente en
el que se registran sus ingestas, sintomas post-ingesta y los ingredientes de los productos
envasados consumidos.

De forma general, en los diarios dietéticos valorados, llamaba la atencién el consumo
diario y reiterado de productos ultraprocesados tipo galletas, barritas de cereales,
zumos envasados, cereales de desayuno, yogures azucarados y snacks dulces y
salados, que habia desplazado casi por completo al consumo de fruta. Este tipo de
productos contienen en ocasiones cantidades de fructosa més altas que la propia fruta
0 verdura, en forma de jarabes de fructosa o fructosa libre afiadidos en el proceso de
fabricacion de estos productos. Por ello cobra especial relevancia la exclusion de todos
ellos de la dieta, para asi, poder incluir segun la tolerancia individual mas cantidad de
fruta y verdura, que beneficiara a largo plazo en mayor medida a la salud del paciente

y asi empezar el proceso de tolerancia y recuperacién de la absorcion.

Como se ha explicado anteriormente la malabsorcién a fructosa secundaria, es una

capacidad limitada de absorcion, por tanto, lo que se ha cuantificado mediante la
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prueba de hidrogeno espirado, es que los pacientes no absorben 25 g de fructosa, asi
que, sabiendo esta cifra como ingesta maxima, se puede jugar con la cantidad de fruta
y verdura ingerida al dia hasta conseguir encontrar la cantidad méaxima de fructosa que
tolera el paciente sin generarle sintomatologia. El problema radica cuando otros
alimentos muy azucarados estan presentes de forma diaria y habitual en la dieta, y
saturan la capacidad de absorcion de fructosa por parte de los transportadores
especificos.

Las pautas para mejorar la sintomatoldgica y salud en general de estos pacientes han
sido el intentar evitar este tipo productos no beneficiosos, e introducir en pequefias
cantidades las frutas y verduras, con mas glucosa que fructosa, segin tolerancia
individual, ya que probablemente al retirar este tipo de productos ultra procesados se
mejore la tolerancia a dichos vegetales. Fue muy importante también ofrecer
alternativas apetecibles y gustosas a estos pacientes para que ellos supiesen con que

desplazar los productos no recomendados por otros con mas calidad nutricional.

En general, la mayor parte de pacientes tuvieron una buena adherencia a estas
recomendaciones, porque al eliminar este tipo de productos, mejoraron la
sintomatologia gastrointestinal referida de forma practicamente inmediata y toleraban
mas cantidad de fruta y verdura en la reintroduccién. Todo este proceso, se realizaba
con el objetivo y la perspectiva de una vez eliminada la parasitosis el paciente
recobrara la maxima tolerancia posible con el proceso paulatino de reintroduccién de
fruta, verdura y lactosa en los casos de malabsorcion a dicho monosacérido. Cabe
destacar que, en estos sujetos diagnosticados de alguna parasitosis intestinal, tienen un
proceso de recuperacion de la tolerancia y reintroduccion mucho mas lento,
probablemente por el dafio de la mucosa y desequilibrio inmunolégico generado por el
parasito, y esto en ocasiones conllevaba a que presentaran sintomatologia que no tenia
aparentemente relacion con sus ingestas dietéticas, probablemente por las parasitosis

subyacentes que coexistian.
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Asi pues, la idea principal era que una vez erradicada la parasitosis y con la
reintroduccion progresiva en la dieta de fructosa o lactosa dietética y limitada en los
productos de mala calidad ya comentados anteriormente, el paciente deberia volver a
generar tolerancia pasado un tiempo si el dafio de mucosa estaba originado por el
parésito diagnosticado. En el caso de los pacientes que no tenian parasitos el objetivo
era el mismo, recuperar la maxima tolerancia posible siguiendo las mismas pautas
dietéticas que los parasitados, aunque en dichos sujetos no fuera la parasitosis la causa

primera de su malabsorcion.
4.6.3 DESCRIPCION DE LA MUESTRA REVALUADA TRAS LA TERAPIA

Se revaluaron un total de 38 pacientes, 31 de los cuales pertenecian al subgrupo A 'y
habian estado parasitados, y 7 pacientes “no parasitados” conformaron el control
interno creado para el estudio de la revaluacién (Tabla 17). Los inicialmente
parasitados fueron 25 mujeres (80,6%) y 6 hombres (19,3%) con una media de edad
de 37,6 afios. En cuanto al control interno lo formaron 6 mujeres (85,7%) y 1 hombre
(14,3%), con una media de edad de 35,3 afios. De los 31 pacientes parasitados
valorados habia 26 con malabsorcién a fructosa y 17 con malabsorcion a lactosa. En

cuanto al control interno, presentaban 6 malabsorciones a fructosa y 3 de lactosa.

Tal y como muestra la Tabla 17, entre los pacientes revaluados predominaban, como
en el estudio en general, los casos de Giardia (48,4%), seguidos de los de Blastocystis

(35,5%), y ademas se revalué un paciente afectado por C. parvum (3,2%).
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Tabla 17: Caracteristicas de los pacientes revaluados tras la intervencion terapéutica.

REVALUADOS
Sexo
Femenino, n (%)
Masculino, n (%)
Edad

Afos (media)
minimo-maximo
Malabsorcion
Fructosa, n (%)
Lactosa, n (%)

Especie paréasita

G. intestinalis, n (%)
Blastocystis sp. n (%)
C. parvum, n (%)

Comorbilidades

Sindrome de Intestino Irritable, n (%)
Enfermedad Celiaca, n (%) \

Parasitados No parasitados

inicialmente =
(n=31) (=7
25 (80,6%) 6 (85,7%)
6 (19,3%) 1(14,3%)
37,9 35,3
(21-70) (25-57)
26 (83,7%) 6 (85,7%)
17 (54,8) 3 (42,9%)
15 (48,4%) -
11 (35,5%) -
1 (3,2%) -
7 (22,6%) 1 (14,3%)
3(9,7%) -

Como se va a valorar la evolucion de estos pacientes, es importante considerar si

presentan comorbilidades como el Sindrome de Intestino Irritable o la Enfermedad

Celiaca que puede impedir o dificultar la recuperacion de la absorcion intestinal. Se

encontrd dentro del grupo de estudio que 7 padecian Sll (22,6%) y 3 enfermedad

celiaca (9,7%).
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464 COMPARACION DE LOS TEST DEL ALIENTO INICIALES Y
FINALES

Para evaluar el grado de malabsorcion de los pacientes se empled el test del aire
espirado, tanto en los test iniciales como en sus revaluaciones en busca de una posible

mejoria en los resultados de la prueba.

Para clasificar a los participantes en funcion de su grado de malabsorcidn/intolerancia
se establecid una escala segin los niveles de gases obtenidos en los test del aire
espirado (Hamilton, 1998). De menor a mayor grado de afectacion de la absorcion se

clasifican de la siguiente manera:

e Intolerancia: H, 0 Ho+CHa4 < 15- 20 ppm,; test negativo, pero el paciente refiere

sintomas gastrointestinales durante la prueba.
e Leve: H,0 Hx+CH.entre 20-40 ppm.
e Moderada: H20 H2+CHs entre 40-60 ppm.

e Grave: Hz0 H>+CH4 mayor a 60 ppm.

Al final de la intervencion se calcul6 el porcentaje total de pacientes que habian
obtenido pruebas de malabsorcién a fructosa o lactosa negativas, por tanto, habian
recuperado la capacidad total de absorcion. La terapia consiguid la recuperacion total
de la absorcion en 20 pacientes (45,5%). En cuanto al grupo de no parasitados
revaluados, mejoraron totalmente 2 (20,0%) (Tabla 18). En cuanto a los sujetos con
malabsorcion a fructosa, se calculé también el porcentaje de mejoria total de los
pacientes parasitados, que fue un 29,5%, y en cuanto a lactosa hubo un porcentaje de
negativizacion del 15,9%. En los sujetos no parasitados o control interno hubo dos
casos de negativizacion (20,0%), uno con malabsorcion inicial a fructosa (10,0%), y
otro a lactosa (10,0%) (Tabla 18).
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Tabla 18: Porcentajes y nimero de casos de mejoria total en pacientes revaluados de
malabsorcion lactosa o fructosa, parasitados y no parasitados.

Parasitados No parasitados
N° casos % N° casos %
Casos revaluados 44 - 10 -
Negativizacion fructosa 13 29,5 1 10,0
Negativizacion lactosa 7 15,9 1 10,0
Total 20 455 2 20,0

Para finalizar con el analisis de la evolucién de los pacientes revaluados, se debe
mencionar que no todos los pacientes obtuvieron una recuperacion total de la
capacidad de absorcion de carbohidratos, pero si se observaron mejorias en cuanto a
los resultados de la pruebas iniciales y finales cambiando su clasificacion hacia niveles
menos graves, por ejemplo, de moderado a leve o de leve a intolerancia, que fue lo
mas comin (Tabla 19). De los pacientes parasitados revaluados, mejoraron
parcialmente 10 de ellos (22,7%) tras la aplicacion de la terapia combinada. En cuanto

al grupo de “no parasitados” mejoraron sus pruebas 3 pacientes (30,0%).

Tabla 19: Distribucion de casos segun los niveles de malabsorcion en la prueba inicial
y final para parasitados y no parasitados

Parasitados No parasitados
Prueba inicial Prueba final | Prueba inicial Prueba final
Ne % Ne % N° % Ne %
Intolerancia 0 0 12 27,3 0 - 3 30,0
Leve 26 59,0 16 36,4 5 50,0 1 10,0
Moderada 17 38,6 15 34,1 4 40,0 3 30,0
Grave 1 2,27 1 2,27 1 10,0 1 10,0
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De los 44 pacientes parasitados revaluados en la fase o prueba inicial hubo 26
malabsorciones leves (59,0%), 17 moderadas (38,6%) y 1 grave (2,27%) y tras la
aplicacion de la terapia combinada en la fase post se obtuvieron 12 intolerancias
(27,3%), 16 malabsorciones leves (36,4%), 15 moderadas (34,1%) y 1 grave (2,2%).
En cuanto a los 10 pacientes no parasitados revaluados, en la fase previa habia 5
malabsorciones leves (50,0%), 4 moderadas (40,0%) y 1 grave (10,0%). Tras la
intervencion dietética se repitieron los test y se obtuvieron: 3 intolerancias (30,0%), 3
malabsorciones leves (30,0%), 3 malabsorciones moderadas (30,0%) y 1 grave (10%).

En la siguiente Figura 35, se muestra una representacion grafica de los niveles de
hidrégeno durante las pruebas para el total de individuos revaluados, tanto parasitados
como no, en los tiempos pre y post tras la intervencion. Para este andlisis comparado
entre la representacion lineal las pruebas pre y post, se realiz6 un plot zoom, donde se
observd que la pendiente de la recta post es inferior, lo que se relaciona con unos
niveles de hidrogeno espirado menores. El descenso de los niveles de hidrogeno para
el total de casos revaluados resultd significativo, indicativo de una tendencia general

de mejora y eficacia de la intervencion (p = 0,005).

H2

tiempo

Figura 35: Representacion grafica de los tiempos pre (---) y post
(- - -) de los valores de hidrogeno generales en los individuos
revaluados.
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Asimismo, se compararon las pruebas de hidrogeno entre los tiempos pre y post de los
pacientes parasitados y no parasitados. En la figura 36 se puede apreciar que los
parasitados tienen inicialmente valores mas altos de hidrogeno (linea roja discontinua),
pero tras la aplicacion de la terapia combinada sus valores cayeron significativamente
por debajo de los no parasitados (linea negra) (p= 0,025). Para los pacientes no
parasitados, control interno, los niveles de hidrogeno son muy similares tanto en el

tiempo pre como en el post-terapia (Figura 36).
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Figura 36: Representacién grafica de los tiempos pre y post de los pacientes
parasitados (---) y no parasitados (- - -) revaluados.

Para el caso concreto de los pacientes diagnosticados de malabsorcion a fructosa y
parasitados, en la Figura 37, se muestra el total de los valores de hidrogeno antes de la

terapia combinada y en la revaluacion.

Para el analisis estadistico de los resultados pre y post se realiz6 una regresion lineal y
se compararon las pendientes de las rectas correspondientes a ambas pruebas y se

observo un descenso significativo en los valores de hidrogeno (p= 0,038).



141 |Resultados

fase. 1‘ pre ’ T ’ fase1I post

60 o =

50 o F

H2

30 o =

20 o I

0 50 100 150 200

tiempo

Figura 37: Representacién gréafica de la comparacién de las pendientes
del total de las pruebas en tiempos pre y post tras aplicar la terapia
combinada.

Habiendo confirmado que la aplicacién de la terapia combinada habia tenido un efecto
beneficioso en los pacientes parasitados con malabsorcion a fructosa, se estudid con
detalle este efecto segun la especie parasitaria, Giardia o Blastocystis, por su habitat
de parasitacién diferenciado. Tras realizar la regresion lineal de las pruebas pre y post
se obtuvo una mejoria significativa para los afectados por Giardia (p= 0,046), pero sin

efecto significativo para Blastocystis.

Los mismos analisis se realizaron sobre pacientes con diagnostico inicial de
malabsorcion de lactosa y parasitados (Figura 38), observandose una mejoria
significativa en la absorcion entre los tiempos pre y post aplicacion de la terapia
combinada (p<0,001).

Continuando con el analisis, se valor6 el efecto de la especie parasita sobre la
recuperacion de los pacientes afectados, observandose una recuperacion significativa
de la absorcion tras la eliminacion de ambos parasitos, con una p<0,001 para Giardia,

y una p= 0,011 para Blastocystis.
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Figura 38: Representacién de la pendiente de los valores de hidrogeno
en los tiempos pre y post de los pacientes con malabsorcion a lactosa.

Por Gltimo, se hizo el mismo analisis en el grupo de no parasitados. En ellos, tras
comparar las pendientes de las rectas totales pre y post, no se aprecié mejoria

significativamente tras la aplicacién de la terapia dietético-nutricional.
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51 PREVALENCIA DE PARASITACION Y ESPECTRO
PARASITARIO

Habiendo analizado a 351 individuos y combinando técnicas diagnosticas,
convencionales y moleculares, directas e indirectas, se obtuvo una prevalencia de
parasitacion entre los pacientes con trastornos gastrointestinales del 39,8%. Este dato
es muy superior al que determinaron estudios similares en los que se analizaba la

presencia de parasitos intestinales en pacientes con sintomatologia gastrointestinal.

En concreto, en el estudio de Grazioli et al., realizado en Italia en 2006, donde
analizaba la prevalencia de G. intestinalis en pacientes sintomaticos, con sindrome de
intestino irritable y dispepsia, mediante la combinacién de técnicas parasitolégicas, la
microscopia Optica convencional y un ELISA de captura para antigenos comercial,
ambas técnicas directas. Dichos autores analizaron dos tipos de muestras por paciente,
heces y aspirado duodenal, obteniendo una prevalencia general de G. intestinalis de un
6,5%, alejado de nuestros resultados, que fueron de un 26,3%. En el mismo sentido, el
diagndstico de G. intestinalis en heces y aspirado duodenal, en pacientes con dispepsia
que realizaron Fouad y colaboradores en 2014 en El Cairo (Egipto), mostrd
frecuencias de parasitacion inferiores a las nuestras con los métodos diagnosticos
empleados; en microscopia Optica obtuvieron un 10% de positividad, y con la
amplificacion del ADN del parésito mediante PCR convencional aumentaron los casos
positivos hasta el 15,8%. De nuevo, los métodos diagnosticos empleados perseguian la
deteccion de formas del parasito y no valoraron la respuesta frente a la infeccion
desarrollada en el hospedador por ejemplo mediante la determinacion de los niveles de
anticuerpos especificos en suero u otros fluidos. Asimismo, en cuanto a nuestros
resultados es importante destacar que solo se detect a este pardsito en uno de los
individuos control (1,2%), por lo que podemos afirmar que en el caso concreto de
nuestra poblacion la presencia de Giardia suele ir relacionada con sintomatologia
gastrointestinal, incluso extraintestinal a pesar de que al describir el espectro clinico de

dicho protozoo siempre se considera la posibilidad de casos asintomaticos.
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En el caso de Blastocystis sp., su frecuencia en el grupo de pacientes también es
elevada (13,6%), siendo el segundo pardsito méas prevalente, pero en este caso la
situacion es diferente a la descrita para Giardia, porque aunque hay estudios previos
que detectaron mayores prevalencias de dicho parésito en pacientes con sindrome de
intestino irritable que en los controles (Yakoob et al., 2004), en nuestro caso la
prevalencia entre los individuos control (13,4%) es muy préxima a la de los pacientes
con sintomas, con lo que la relacion de Blastocystis sp., con la clinica gastrointestinal
y las malabsorciones no queda clara, como ya ocurrié en estudios previos como el de
Tungtrongchitr et al. (2004) en pacientes con trastornos gastrointestinales cronicos. En
un estudio reciente prospectivo sobre 3.070 inmigrantes en El Ejido (Almeria) que
acudieron a una Unidad de Medicina Tropical por trastornos gastrointestinales, se
diagnosticaron 570 casos de blastocistosis (18,5%). Estas cifras son préximas a las de
nuestro estudio, e incluso las superan, a pesar de que el método diagnostico fue la
microscopia éptica y la poblacion estudiada también era adulta. Podria explicarse esta
alta prevalencia debido a que la mayoria de los pacientes analizados procedian de
Africa subsahariana y el Magreb, donde las medidas higiénico-sanitarias no son
comparables a las de nuestro pais (Losada-Ocafia et al., 2018). Otro estudio realizado
en la Comunidad de Madrid, en régimen ambulatorio, entre los afios 2000-2001,
mostré una prevalencia de parasitosis intestinal en individuos aparentemente sanos del
13,5%, porcentaje muy proximo al obtenido en el presente estudio, 14,6%. La especie
paréasita mas prevalente fue Blastocystis sp., diagnosticada en el 39,3% de los

individuos parasitados, seguida de G. intestinalis, con un 19,3% (Tajada et al., 2002).

El hecho de que Blastocystis sp. sea tan prevalente en poblacion control pondria en
duda su potencial poder patégeno, pero yendo un poco mas alla, es posible que siendo
la misma especie parasita, haya diferencias genéticas a nivel de subtipo, que le
otorguen una mayor o menor patogenicidad (Cifre et al., 2018) o bien, como se
postula en otros estudios, su poder patégeno no se relacione tanto con su genética sino

con el microambiente intestinal del hospedador, determinado por su estado
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inmunolégico y su microbiota, o incluso posibles co-infecciones con otros patdégenos
(Scanlan et al., 2013).

En cuanto a C. parvum, la prevalencia de parasitacion detectada (0,9%) fue muy baja,
aungue se aplicaron técnicas especificas para optimizar su diagnostico (Ziehl-Neelsen
modificado). Este hecho podria estar relacionado con las caracteristicas de edad e
inmunocompetencia de la poblacion analizada, ya que es un parasito que suele afectar
y cronificar en nifios o personas con alguna inmunodeficiencia, y en el caso de adultos
inmunocompetentes la infeccién podria autolimitar en unos dias. Por otro lado, los
casos anuales de criptosporidiosis declarados en de Espafia segin datos el Centro
Nacional de Epidemiologia (2017) fueron 557, frente a los 2.969 de giardiosis, por lo
que epidemioldgicamente estd mucho menos extendido. Cabe destacar en cuanto a
nuestros resultados, que los 2 casos de C. parvum incluidos en el estudio resultaron ser
sujetos con déficit selectivo de IgA tras consultar sus resultados analiticos, lo cual
predispone a dichas personas a la adquisicion y cronicidad de las infecciones de
mucosas. Ademas, para uno de los casos, la infeccion result6 ser doble junto con G.

intestinalis.

Otro dato a tener en cuenta, fue que la muestra estudidada no estaba balanceada en
cuestion de sexos, por lo que al realizar el analisis estadistico no se obtuvieron datos
concluyentes. Esto podria ser debido a que en general, las mujeres acuden mas a
centros médicos que los hombres, ya que estos suelen prestar menor atencion a los
sintomas relacionados con alteraciones gastrointestinales. Este hecho ya es conocido y
se describi6 con anterioridad (Rosa-Jiménez et al., 2005) asi como que los hombres
que finalmente acudieron al hospital, por la tardanza en acudir al médico o por intenta
normalizar la sintomatologia existente, presentaban efectos secundarios mas acusados,
tales como mayor pérdida de peso y, en general, sindromes de malabsorcién mas

acusados segun sus analiticas sanguineas.
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5.2 METODOS DIAGNOSTICOS PARA G. intestinalis

Teniendo en cuenta la baja sensibilidad que para G. intestinalis alcanzan las técnicas
convencionales (microscopia Optica y otras de diagnostico rapido como la
inmunocromatografia), la baja carga parasitaria y la eliminacion intermitente de
formas quisticas en heces con la que suelen cursar los casos crénicos de giardiosis, se
emplearon en este estudio otras técnicas mas sensibles como la deteccion en muestras
de saliva de IgA anti-Giardia mediante ELISA vy la PCR cuantitativa para la

deteccién de ADN del parasito en heces.

Las prevalencias de Giardia obtenidas en nuestro estudio mediante técnicas directas
fueron del 2,8% con la inmunocromatografia (ICT) para antigenos del parasito en
heces, y del 4,8% con la observacién micréscopica de las heces concentradas
previamente. Para completar el analisis se combinaron los métodos directos anteriores,
con la deteccion de anticuerpos especificos IgA secretora anti-Giardia en saliva,
mediante la técnica ELISA indirecto. Con este método se obtuvo una prevalencia del
17,7%, todos los casos diagnosticados por microscopia e ITC, también presentaron
niveles positivos de anticuerpos en saliva, y ademas se sumaron nuevos c€asos que
habian escapado a las pruebas coproldgicas. Muy proximos a nuestros resultados
fueron los obtenidos respecto a la prevalencia de G. intestinalis, en individuos
sintomaticos, mediante técnicas coprolégicas por Grazioli et al. (2006), que obtuvo
una prevalencia del 6,5% al combinar varias técnicas directas sobre heces y aspirado
duodenal. Superiores fueron los resultados de Fouad et al. (2014) tras analizar heces y
aspirado duodenal de pacientes sintomaticos, los cuales mediante microscopia Optica
diagnosticaron un 10% de casos positivos, seguidos muy cerca por otro estudio
realizado por Abulhasan et al. (2013) entre pacientes con dispepsia que obtuvo un
11% de prevalencia con microscopia 6ptica de las heces y un 19% con ELISA de
captura para antigenos parasitarios en heces, también técnica directa. Quiza esta mayor
prevalencia de los dos estudios anteriores no estuvo condicionada por el tipo de
muestra o la técnica diagndstica, sino porque ambos estudios se realizaron en un pais

endémico de giardiosis como es Egipto, donde se ha llegado a declarar una
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prevalencia del 44% en pacientes con dispepsia mediante el estudio de biopsias

duodenales y coproparasitologia con microscopia éptica (Yakoob et al., 2005).

Como ya se apuntaba en estudios previos, y se ha podido confirmar con el presente,
una alternativa al analisis coproldgico tradicional es la deteccion de IgA secretora
(lgAs) en saliva. Esta técnica ya habia sido empleada con anterioridad en varios
estudios sobre prevalencia de giardiosis que se tomaron como referencia para disefiar
nuestra prueba. En ellos se demostrd una clara relacion entre los altos niveles de esta
inmunoglobulina en saliva y la presencia de una infeccién activa. Por otro lado,
demostraban algo de gran importancia en el diagnostico, tratamiento y seguimiento de
los casos de giardiosis, que fue el hecho que la resolucién de la parasitosis provocaba
un descenso rapido de los niveles salivales de dicha inmunoglobulina, a diferencia de
los que ocurre con la 1gG sérica, por lo que se postulaba esta estrategia diagndstica
como una herramienta Util para el seguimiento de la parasitosis y evaluacién de la
eficacia del tratamiento (El-Gebaly et al., 2012). Por otro lado, la deteccién de IgA
monomeérica en suero resultd ser significativamente menos sensible que la deteccion
de IgAs en saliva para la deteccion de casos positivos (Rodriguez et al., 2004; Cedillo-
Rivera et al., 2009; El-Gebaly et al., 2012). Queda demostrado que, aunque se trate de
un protozoo no invasivo, sus componentes antigénicos son capaces de estimular los
organos linfoides y provocar una respuesta humoral especifica de mucosas que puede
ser empleada para el diagnostico indirecto como alternativa cuando los analisis
coproldgicos convencionales puedan ser negativos, pero la sintomatologia persiste.
Aunque hay poca literatura al respecto, esté método seria de gran utilidad en casos de
giardiosis extraintestinales (canal biliar, pancreatico...) (Wolfe, 1992), bajo la
hip6tesis de que ante una respuesta inmunitaria, el nimero de protozoos intestinales
disminuye, y aquellos trofozoitos que escapen al ataque del sistema inmunoldgico se
alojaran en el conducto pancreatico o biliar mientras cambian su dotacién antigénica
(VSP) como mecanismo de evasion inmunoldgica descrito en multiples ocasiones.
Tras ello podrian colonizar periédicamente la mucosa del duodeno al que acudirén

para alimentarse y replicarse. En estos periodos de ausencia intestinal, no se
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eliminarian quistes en heces y el coprodiagnéstico daria lugar a falsos negativos,

incluso empleando el més sensible de los métodos diagnosticos directos.

Estos mismos estudios (Cedillo-Rivera et al., 2009; El-Gebaly et al., 2012)
demostraron que la técnica ELISA indirecto para la deteccion de 1gAs en saliva tenian
una sensibilidad del 76% y una especificidad del 95%. Por lo tanto, se puede
considerar una técnica de gran utilidad para infecciones con baja carga parasitaria o

localizaciones extraintestinales.

A modo de subestudio, incluido en la optimizacion del diagnéstico de Giardia en este
tipo de pacientes, y para confirmar los casos positivos por anticuerpos elevados en
saliva, se llev6 a cabo un andlisis de concordancia entre la técnica coproldgica méas
sensible, la PCR cuantitativa o a tiempo real y el ELISA indirecto para saliva. Los
resultados de la PCR fecal confirmaron 14 de los 19 pacientes positivos en saliva, y 10
de los 13 negativos. La tasa bruta de concordancia, probabilidad de que coincidan los
resultados de ambas pruebas, fue del 75%. En el estudio ya citado de Fouad y
colaboradores de 2014 mejoraron la sensibilidad del diagnéstico al incorporar la PCR
convencional para Giardia, ascendiendo la prevalencia hasta el 15,8% tras combinarla

con la microscopia.

Asi pues, no existe a dia de hoy un método de referencia o “gold stardard” para el
diagndstico de giardiosis y menos en el tipo de pacientes analizados en este estudio,
con infecciones probablemente crénicas, adultos e inmunocompetentes, por ello
resulta conveniente combinar mas de un método diagnostico que valore por un lado la
presencia del parasito y, por otro, la respuesta del hospedador frente a la infeccion
para la deteccion de un mayor nimero de casos y su seguimiento tras el tratamiento

antiparasitario.
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5.3 ALTERACIONES ANALITICAS EN LA POBLACION DE
ESTUDIO

En el presente estudio se incluyé un andlisis sanguineo a todos los pacientes para
valorar sus niveles de vitaminas liposolubles e hidrosolubles, minerales y albumina
como indicadores, en casos deficitarios, de sindromes de malabsorcion intestinal, asi
como otros marcadores de anemia y de infeccién o inflamacién inespecifica como la

IgA, IgM, IgG, IgE, PCR, la Ferritina y el recuento leucocitario.

Uno de los principales resultados obtenidos al valorar los resultados analiticos fue la
deteccién de valores medios de vitamina A menores en el grupo de pacientes respecto
al control, aungue en ambos casos dentro del rango de referencia para esta variable.
Esto podria estar relacionado con que todos los individuos que forman el grupo de
pacientes sufren de sintomas gastrointestinales, destacando entre ellos las deposiciones
blandas o poco formes asociadas a diarrea y sindromes de malabsorcion de nutrientes,
por lo que era de esperar que la absorcion de ciertas vitaminas fuese inferior con
respecto a los individuos sin trastornos gastrointestinales (Rivera et al., 2002; Alparo,
2005).

Si analizdbamos estos datos deficitarios en vitamina A por subgrupos dentro de los
pacientes, con malabsorcion (subgrupo A) y sin malabsorcion (subgrupo B), se
observaba un mayor porcentaje de sujetos con déficit (40%) en aquellos pacientes con
clinica y malabsorcion de carbohidratos. De igual manera, esta alteracion, resulto ser
mucho menos frecuente en el grupo de individuos sanos (12%). Es posible que, en el
subgrupo de pacientes con malabsorcion, la integridad de mucosa esté més afectada o
comprometida, de ahi la disminucién en la capacidad de absorcion de carbohidratos,
pudiendo asimismo verse afectada de forma méas notable la absorcion de vitaminas. La
disminucion en la absorcion de la vitamina A ya habia sido relacionada con procesos
patoldgicos que interfieren en la absorcion de nutrientes, como es la malabsorcién a
hidratos de carbono, por tanto, en concordancia con nuestros resultados (Khandait et
al., 2000; Ponce-Macotela et al., 2008; Quihui et al., 2008; Gil, 2010). Ademés, como
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consecuencia de la falta de vitamina A, se complica la defensa intestinal y se adquiere
una mayor predisposicion a infecciones por patégenos en el tracto gastrointestinal
(Ascension, 2011).

En relacion al posible efecto de la parasitacion intestinal por una especie concreta, y
considerando el hébitat de parasitacion o su poder patdgeno, sobre los niveles de
vitamina A, se observo que un 51,6% de los afectados por G. intestinalis presentaba
déficit de esta vitamina, resultando la asociacion entre ambas variables
estadisticamente significativa. Estos datos coincidian con los de estudios anteriores
que ya apuntaban en este sentido (Mahalanabis et al., 1979; Khandait et al., 2000;
Latham, 2002; Ponce-Macotela et al., 2008; Quihui et al., 2008; Halliez & Buret,
2013). La giardiosis provoca un acortamiento de las vellosidades y microvellosidades
del intestino delgado, una disminucion del efecto barrera y de la capacidad de
absorcion (Ponce-Macotela et al., 2008). Su consecuencia directa es la malabsorcién
de nutrientes, puesto que esta vitamina liposoluble es absorbida en la parte alta del
intestino delgado, concretamente en el duodeno, lugar de adhesién y habitat de

parasitacion de Giardia (Rivera et al., 2002).

En el analisis para estudiar si la parasitacion tenia efecto sobre los niveles de vitamina
D ocurrié un hecho inesperado inicialmente, ya que las analiticas mostraron una
situacion de déficit generalizado en todos los grupos de estudio, por lo que no se pudo
evidenciar una asociacién significativa del estado de déficit respecto a los procesos
infecciosos (Katona et al., 2008). Por lo tanto, no se pudo demostrar que la presencia
del parasito tenga un efecto sobre la absorcion de la vitamina D, pero si el hecho de
pertenecer al grupo de pacientes y tener sintomas, porque en este caso el déficit era

mas pronunciado.

Las principales fuentes de vitamina D para el ser humano son la sintesis tras la
exposicion solar y algunos alimentos como el pescado azul (Gil, 2010). Resulta
llamativo el haber detectado una deficiencia generalizada en toda la muestra de

estudio para esta vitamina, pues al menos en el grupo de individuos sanos se
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esperarian niveles dentro del rango de referencia, ya que no poseen ninguna patologia
gastrointestinal que pueda interferir en su absorcion y se benefician de un clima en el
que la exposicion solar es usual y esto a priori deberia ser un factor positivo en la
absorcién de vitamina D, ademas de que la poblacion estudiada no pertenece a un

contexto en el que las deficiencias nutricionales sean frecuentes.

Al consultar bibliografia reciente al respecto pudimos constatar que, si existe un
déficit general en la poblacién de vitamina D, por tanto, se cree que existen otros
factores que podrian alterar su absorcion, como por ejemplo la obesidad, puesto que ya
existen estudios en que esta podria ser un factor de riesgo para presentar déficit de
vitamina D (Antolin et al., 2010). Existen evidencias de que la deficiencia de vitamina
D influye en el desarrollo del cancer, la enfermedad cardiovascular, los procesos
autoinmunes y las infecciones. Por otro lado, distintos estudios epidemiol6gicos
avalan un estado de deficiencia o insuficiencia de vitamina D en la poblacién de casi
todo el mundo. Ante todos estos datos surgen diferentes controversias, en parte
relacionadas con las medidas de fotoproteccion impulsadas para prevenir el cancer
cutdneo. Las dltimas recomendaciones del Instituto de Medicina Americano
consideran que niveles séricos de 20 ng/mL parecen suficientes y alcanzables para la
poblacién general, incluso en condiciones de minima exposicion solar. Si atendemos a
estas cifras, quizas la prevalencia de esa hipovitaminosis casi pandémica comunicada

en los Ultimos afios esté sobreestimada (Gilaberte et al., 2011).

En el grupo de los minerales, no se hallaron diferencias en las medias y medianas
entre los grupos y subgrupos de estudio, ademas de mantenerse todos los valores
dentro de los rangos de referencia establecidos. Varios estudios han relacionado la
presencia de G. intestinalis con un descenso en los valores de ciertos minerales como
el hierro o el magnesio (Arbani et al., 2015; Hussein et al., 2016). Sin embargo,
debemos tener en cuenta las diferencias de contexto de los estudios realizados hasta el
momento, en nifios de paises empobrecidos, y el del presente estudio, individuos

adultos, siendo un sector poblacional de menor riesgo, y en un pais desarrollado,
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donde la desnutricién y las deficiencias en nutrientes no son tan frecuentes. También
cabe reflejar una tendencia actual a la suplementacién con complejos vitaminicos y
minerales por parte de la poblacion, cuando aparece algin sintoma relacionado o
derivado del cansancio, antes de acudir a profesionales sanitario, y buscar el origen de
su malestar. Existen estudios donde se ha visto que en jovenes universitarios la
suplementacion con complejos vitaminicos asciende hasta el 24% (Guillem et al.,
2010), por tanto, aunque en el momento de la extraccion sanguinea no estuvieran
tomando ningun suplemento, podrian haber tomado alguno en las fechas cercanas a la

extraccion, y por tanto los valores analiticos podria estar enmascarados.

En cuanto a los marcadores de inflamacién/infeccion analizados, se esperaban valores
aumentados en el grupo de los pacientes como consecuencia de un proceso
inflamatorio crénico o una parasitosis (Ascension, 2011), aunque no se ha obtenido
ninguna significancia estadistica. Tal vez, estos valores se deban al hecho de que la
respuesta sistémica puede no reflejar la respuesta local o que su representacion sea
muy ligera. Otra posible interpretacion de los resultados seria que existian en todos los
grupos Yy subgrupos individuos parasitados y no parasitados, y con comorbilidades, por
tanto, la elevada diversidad de los resultados ha hecho que la comparacién de medias y

medianas no haya resultado significativa.

Resultaria pues interesante para un correcto manejo del paciente, realizar una
valoracion analitica de vitaminas liposolubles a pacientes con giardiosis, con el

objetivo de poder minimizar o paliar los efectos secundarios generados.
5.4 FACTORES DE RIESGO ASOCIADOS A LAS PARASITOSIS

Otros datos analizados fueron los habitos, costumbres o situacion personal de cada
paciente incluido en el estudio que supusiera un riesgo de transmision o adquisicion de

los parésitos més frecuentes en nuestro entorno.
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Los parametros analizados fueron recopilados de estudios epidemioldgicos sobre
parasitosis intestinales en paises industrializados (Fletcher et al., 2012; Horton et al.,
2018). Entre los potenciales factores de riesgo, se identificaron tres determinantes de
la parasitacion en paises de altas rentas. Los dos primeros factores fueron: la profesion
de riesgo por contacto directo con humanos, animales y/o sus excrementos y los viajes
a zonas endémicas en los ultimos afios. Ademas de los anteriores, el parametro que
destacd sobre los demas por identificarse en una gran proporcion de casos de
parasitosis fue el consumo habitual de frutas y verdura ecoldgicas, que cada vez esta
mas en auge en nuestra poblacion, considerandose como la primera causa de
parasitosis intestinales en la ciudad de Valencia. Estos vegetales si son ecoldgicos,
suelen ser abonados con excrementos de animales o con aguas de regadio que podrian
estar contaminadas fecalmente. Algunos autores en otros estudios consultados, ya
apuntaban a la transmision alimentaria de los parasitos intestinales por contaminacion
fecal de frutas y verduras (Amoros et al., 2010; Horton et al., 2018; Ryan et al., 2018).
Los sujetos consumidores de fruta y verdura ecoldgica en crudo (lechugas, tomates...)
y que ademas no hacen un lavado adecuado de estos alimentos con lejia alimentaria,
podrian incrementar el riesgo a la infeccién, asi mismo se explic6 como profilaxis el

método a seguir para evitar la infeccion (Valles et al., 2013).

Consultando estudios similares se vio que los resultados obtenidos coincidian con los
de otros autores realizados en paises similares como el de Horton et al. (2018) en el
Reino Unido. Probablemente, por su ciclo directo y el potencial zoonético de G.
intestinalis y Blastocystis sp., han sido los parasitos mas prevalentes en los sujetos

estudiados.

Asi pues, cabe prestar especial atencion a los factores de riesgo descritos por el
aumento que ha experimentado en los Ultimos afios la adopcion de mascotas y los
viajes a paises tropicales y subtropicales, y especialmente al consumo de frutas y
verduras ecoldgicas sin lavar adecuadamente, habito cada vez mas en auge en nuestra

poblacion, con el fin de evitar infecciones, pues detectandolos en los pacientes
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parasitados, se pueden implementar medidas profilacticas para evitar infecciones

futuras o reinfecciones.

5.5 ANALISIS DE LA ASOCIACION PARASITOS Y MALABSORCION

Conocida la prevalencia de parésitos intestinales entre la poblacion de estudio y su
estado de malabsorcidn, se analizo la probabilidad que coincidieran ambas situaciones,
y se establecid que habia relacion significativa entre ambas variables, por tanto, una
elevada probabilidad de que aquellas personas con paréasitos intestinales desarrollaran
algun tipo de malabsorcion. Se obutvieron resultados del 40% de pacientes con alguna
malabsorcion que presentaban parasitosis. Esto ya se habia citado ya en estudios
anteriores como el realizado por Moya-Camarena et al. (2002), en el que citan que la
malabsorcion puede ser uno de los efectos secundarios intestinales generados por las

parasitosis intestinales.

Del total de los pacientes con malabsorcion a carbohidratos, la fructosa fue la mas
frecuente (63,6%). En este contexto, se analiz6 la probabilidad de padecer
malabsorcion a fructosa en funcion de la presencia o0 no de parasitos intestinales Para
los parasitos de intestino delgado (G. intestinalis y C. parvum) se detect6 una relacion
significativa entre su presencia y el desarrollo de malabsorcion a fructosa, con un

riesgo relativo de padecerla doble en relacién a los controles sanos.

Revisando la literatura no se han encontrado estudios previos que se refieran
concretamente a la relacion de Giardia con la malabsorcion de fructosa, siendo este el
primer estudio al respecto. El nexo de unién entre estas dos variables puede que
implique a la misma zona intestinal. La colonizacion de estos parasitos es duodeno-
yeyunal, como ya se ha mencionado, y la fructosa se absorbe de forma facilitada por la
actividad de a un transportador, en concreto GLUT-5 que estd presente
preferentemente en dicha zona (Riveros et al., 2014). Por tanto, la presencia de dichos
parésitos y sus repercusiones inflamatorias podrian ser la causa de que los sujetos
estudiados con estas parasitosis desarrollaran malabsorcion a fructosa por un déficit o

descenso de la actividad de los transportadores.
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Cuando se analiz6 cual era la probabilidad de padecer malabsorcion a lactosa entre los
parasitados se obtuvo un 37%, lo cual se encontraba por encima de lo obtenido en los
casos negativos (32%). Aun asi, la relacion establecida entre la parasitacion y
malabsorcion a lactosa no fue estadisticamente significativa, aunque el porcentaje de
asociacion fuera elevado. Por tanto, no podemos corroborar la relacion clasicamente
descrita por mdltiples autores entre la parasitacion por G. intestinalis y la
malabsorcion secundaria a lactosa (Rodrigo 2011), probablemente debido a que
también han sido numerosos los casos entre los sujetos no parasitados por otro tipo de
afectaciones intestinales no parasitarias.

En cuanto al andlisis entre la presencia de Blastocystis sp. (parasito del colon) y la
malabsorcion a fructosa y lactosa, no se pudo confirmar su relacion directa. Esto
podria ser debido a que su papel patdgeno es todavia cuestion de debate, puesto que se
ha identificado tanto en sujetos con sintomatologia como en asintomaticos, y se piensa
gue existen otros muchos factores como la microbiota o el estado inmunoldégico del
hospedador que determinan la virulencia o patogenicidad del parasito (Scanlan et al.,
2013). Pero también nos hemos planteado que la absorcion de azlcares simples se da
en intestino delgado y Blastocystis sp., es un parasito col6nico, por tanto, la
localizacion no coincidiria, tal vez su presencia se deba a una alteracién inmunolégica
intestinal de etiologia diversa, que el parasito aprovecha en su vertiente oportunista,
pero no se encuentra implicado directamente en el desarrollo del sindrome de

malabsorcion.

Por tanto, como se ha visto en pacientes con G. intestinalis puede verse comprometida
su capacidad de absorcién a fructosa y por ello se debe implementar medidas
dietético-nutricionales para su abordaje encaminadas a minimizar su repercusion a

nivel nutricional.
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5.6 VALORACION DE LA EFICACIA DE LA TERAPIA COMBINADA

Una vez hechas todas las pruebas diagndsticas procedimos al anélisis y manejo de
cada caso de forma personalizada segun los parasitos y las malabsorciones que
presentavan con el objetivo de recobrar la méxima tolerancia posible y con ello

normalizar su dieta y mejorar su calidad de vida.

Como se ha comentado anteriormente muchos fueron los fallos terapéuticos
detectados en los sujetos parasitados (15%). Se cree que uno de los posibles problemas
gue se han generado, son el gran nimero de efectos secundarios de tipo digestivo que
estos farmacos provocan, y que, en sujetos con problemas gastrointestinales previos,
hayan sido la causa del abandono del tratamiento antes de tiempo (Pérez-Arellano et
al., 2007; Abramowicz et al., 2007). Otra posible causa del fallo en la eliminacion de
los parasitos seria que, debido a la elevada capacidad de absorcion del metronidazol
via oral (con valores cercanos al 100%), se va asimilando a lo largo del aparato
digestivo, por lo que no llega la totalidad de la dosis al lugar de accion (Vivancos,
2016). Asi, la dosis inicial que se debe administrar para alcanzar valores adecuados a
nivel intestinal ha de ser elevada y podria generar efectos secundarios desagradables
para el paciente. También, al estar la mucosa comprometida puede verse disminuida la
capacidad del hospedador para combatir la parasitosis, asi como que esta ineficacia
farmacoldgica se deba al uso de este farmaco en el tratamiento de otras infecciones.
En general este farmaco se usa para microorganismos anaerobios como Helicobacter
pylori, o también para infecciones bucales o abcesos en higado, asi como tratamientos
empiricos pautados en algunas alteraciones gastrointestinales (Sll o SIBO), es por ello

que su uso habitual podria generar la aparicion de resistencias.

Otro de los posibles inconvenientes que dificulten el éxito terapéutico, seria la posible
localizacion extraintestinal de G. intestinalis (Wolfe, 1992), en este tipo de sujetos el
farmaco podria no ser efectivo. Finalmente se valor6 la posibilidad de reinfeccion,
pero creemos que esta seria dificil, ya que son pacientes que no eliminan de forma

constante quistes y fueron informados de las medidas higiénico-sanitarias pertinentes
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para evitar la reinfeccion, aplicables a todos los miembros de la familia por si existiera
la posibilidad de la presencia de familiares infectados asintomaticos, por tanto, esta
posibilidad queda practicamente descartada.

Asi mismo, la aparicion de fallos terapéuticos fue mas marcado en aquellos pacientes
con deficits inmunologicos de caréacter leve como: déficit selectivo de IgA o IgM,
trombocitopenias, leucopenias, desnutriciones leves, enfermedades autoinmunes o
incluso deportistas de nivel alto-moderado con dietas deficitarias en macro y
micronutrientes que con el tiempo y entrenamientos exigentes pueden llevarlos a la
inmunosupresion. Por ello, en este tipo de pacientes con su sistema inmunoldgico
comprometido puede complicarse la eliminacion parasitaria ya que, aunque el farmaco
actue de forma correcta, el sistema inmunolégico del hospedador puede verse limitado

para combatir la infeccion.

Asi pues, se hace necesario disponer de farmacos alternativos, y a poder ser de amplio
espectro, ya que son frecuentes los multiparasitismos. También seria necesario reducir
la agresividad del tratamiento con farmacos de nuevas generaciones con menos efectos
adversos puesto que como se ha establecido los fallos terapéuticos en el tratamiento de

las enteroparasitosis suelen ser frecuentes.

Tal y como esperdbamos las modificaciones en la dieta de forma personalizada
resultaron beneficiosas, en mayor o menor grado, en todos los casos. Ademas, el
hallazgo de la parasitosis intestinal significd un cambio dréstico en el curso de esta
enfermedad pasando de considerarse una enfermedad crénica a una enfermedad con
tratamiento especifico y definitivo que supondria la curacion de la enfermedad
parasitaria y secundariamente de la malabsorcion. Ello conllevaria una reduccion
importante en los recursos pues ya no precisaria de seguimiento ni mas pruebas
diagnosticas porque el paciente estaria libre de sintomas. Asi mismo los pacientes,
habran recibido una educacion alimentaria, muy importante a largo plazo para
disminuir los costes sanitarios de enfermedades consideradas ronicas (diabetes,
obesidad, hipertension, dislipemias...) cada vez mas frecuentes y relacionadas con la

alimentacion.
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Asi mismo, es importante destacar que cada vez hay mas estudios que relacionan la
composicién de la microbiota intestinal y su funcionalidad con la dieta. Se ha visto
que en dietas caracterizadas por una ingesta elevada de grasas y bajo contenido en
fibra (dietas muy bajas en frutas y verduras y altas en productos ultra procesados,
embutidos, fiambres...) pueden contribuir a una disbiosis en la microbiota intesinal, lo
que a su vez puede predisponer a la colonizacién de microorganismos no beneficiosos
para el organismo. Por otra parte, se ha observado que las dietas hiperproteicas, causan
una reduccion desproporcionada del contenido en un tipo de &cido graso de cadena
corta (butirato), correlacionado con un descenso de bacterias beneficiosas (Valdés et
al., 2015). Estos acidos grasos de cadena corta, generados por el consumo de fibra
dietética y su degradacion bacteriana, ya se han relacionado en algunos estudios
(Rodriguez-Cabezas et al., 2002) con la recuperacién de la mucosa coldnica dafiada en
enfermedad inflamatoria crénica, ya que constituyen sustratos para el colonocito vy,
ademas, disminuyen la respuesta inflamatoria inhibiendo la produccién de mediadores

proinflamatorios, Factor de Necrosis Tumoral (TNF) y el Oxido Nitrico (NO).

Asi pues, por todo ello, cobra especial importancia en pacientes con infecciones
gastrointestinales ya instauradas, el tener una alimentacién adecuada para minimizar el
impacto de esta sobre una microbiota que podria ya estar modificada de base por la
infeccion. De igual manera, es importante, que estos sujetos aun teniendo problemas
de malabsorcién, no excluyan por completo la fibra dietética (fruta y verdura y otros

alimentos de origen vegetal) de su dieta.

Los resultados obtenidos en las pruebas del aliento informan que la recuperacion de la
absorcién de lactosa (15,9%) es mas complicada en comparacién con la de la fructosa
(29,5%) como demuestran las prevalencias de mejoria total tras la intervencion. Esto
podria ser debido a varias razones. La lactasa, enzima encargada de la hidrélisis del
carbohidrato es una molécula inducible, es decir, en el momento en que se deja de
ingerir lactosa, el cuerpo humano deja de sintetizar lactasa o viceversa, mientras que
vamos incluyendo poco a poco la lactosa en la dieta, el organismo empezara a

sintetizar la enzima progresivamente (Brissow, 2013). Ademds, en Espafia la
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prevalencia de intolerancia genética a lactosa o primaria es habitual, y esta podria ser
uno de los condicionantes de la no recuperacion de dicha tolerancia, puesto que
existen mecanismos genéticos en algunos individuos que hacen imposible esta

reversion (Scrimshaw & Murray, 1988).

Por estas razones, la recuperacién de la malabsorcion de lactosa es un proceso
complicado, ya que no solo debe de recuperarse la mucosa para que funcionen los
trasportadores, sino que ademas debemos inducir la sintesis de la molécula enzimatica.
Si a esto le afiadimos la aversion que sienten estos pacientes a incluir productos
lacteos en su dieta habitual o al nuevo habito creado por la publicidad de ingerir
productos sin lactosa por “su mayor facilidad de digestion” podemos explicar la baja
tasa de negativizacion obtenida (15,9 %). Sin embargo, aquellos pacientes que han
seguido las instrucciones dietéticas realizadas en el estudio para reintroducir estos
alimentos, refieren que toleran, aunque en pequefias cantidades, productos que antes

no les sentaban bien.

En cambio, la fructosa es un monosacarido que no necesita la accién de una enzima
para ser absorbido, aunque si requieres la actividad de su transportador especifico
(Gibson et al., 2007). Esta variacion respecto a la absorcién de lactosa podria explicar
el mayor nimero de pacientes en los que la malabsorcion desaparece, siendo mucho

mayor en la fructosa (29,5%).

Para concretar ain mas el estudio, se valor6 el efecto de la especie parasita sobre la
recuperacion de la capacidad de absorcion de los pacientes con test de fructosa y
lactosa positivo. Se observo una mayor tasa de mejoria de los test en los tiempos
iniciales y finales de la terapia de los pacientes con parasitos duodenales respecto a los
pacientes con Blastocystis sp. con un habitat alejado del lugar de absorcion. Esto
podria ser debido, como ya se ha mencionado antes, a la absorcion de azucares
simples en parte alta intestinal por ello la capacidad patdégena de estas especies genera
efectos secundarios justo en la zona de absorcidn de estos hidratos de carbono simple,

pudiendo reducir dicha capacidad (Riveros et al., 2014). No se pueden comparar los
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datos obtenidos con otros estudios similares puesto que no se han encontrado

referencias previas.

Del mismo modo, se hizo el mismo andlisis en el grupo de pacientes que actuaron
como control interno y que al no estar parasitados, solo recibieron terapia dietético-
nutricional. En ellos no se aprecio ninguna mejoria significativa en tiempos pre y post.
Las malabsorciones secundarias de aparicion en edad adulta pueden tener multiples
origenes siendo uno de ellos las parasitosis como se ha visto. EI no conocer el origen
de las malabsorciones de este grupo de pacientes del control interno, creemos que hace
mas complicado revertir su malabsorcién, aunque hayan seguido unas pautas dietéticas
especificas y personalizadas como en el grupo de parasitados que si mejoraron en

parte la clinica gastrointestinal inicial, aunque la malabsorcién continué.

A pesar de la eficacia de la intervencién propuesta, queda comentar que quedaron
parte de los pacientes con G. intestinalis sin mejoria significativa tras la aplicacion de
la terapia combinada. Esto podria ser debido a que las secuelas crénicas asociadas a la
giardiosis que incluyen sintomas muy diversos (desde el sindrome del intestino
irritable, la fatiga crénica a las manifestaciones extra-intestinales presumiblemente
relacionadas con los fenémenos inmunoldgicos (artritis reactiva, manifestaciones
oculares inflamatorias y urticaria)) que no dependen necesariamente de la severidad de
las manifestaciones intestinales y pueden persistir incluso mas alla de la deteccion del
parasito y su negativizacion como sindrome postinfeccioso (Bartelt et al., 2015), o tal
vez en estos casos la presencia del parasito sea solo la consecuencia de otra causa
primaria que haya afectado a la capacidad de defensa de mucosa intestinal y la
eliminacion del parasito no se suficiente para acabar con esta situacion y la

malabsorcion asociada.
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A continuacion, se enumeran las principales conclusiones extraidas tras el analisis y

discusidn de los resultados del estudio.

1. La prevalencia de parasitacion es mayor en pacientes con sintomas
gastrointestinales, y todavia superior cuando se combinan con sindromes de

malabsorcién.

2. G. intestinalis es el parasito mas prevalente en los grupos de pacientes sintomaticos
seguido de Blastocystis sp.

3. La combinacién de técnicas diagndsticas directas e indirectas resulta
imprescindible para optimizar el diagnéstico de G. intestinalis entre poblacion

adulta e inmunocompetente en concreto, y casos cronicos en general.

4. G. intestinalis acta como pardsito potencialmente patdégeno y responsable de
malabsorcion a fructosa dada su elevada coexistencia y los significativos niveles de

recuperacion tras su erradicacion.

5. La infeccion por G. intestinalis y los sindromes de malabsorcion que
frecuentemente la acompafian son responsables de déficits de vitaminas

liposolubles, de forma mas marcada para el caso de la vitamina A.

6. La vitamina D resultd deficitaria en todos los grupos del estudio, incluido el de
individuos control, por ello postulamos que tal vez los rangos de referencia
establecidos deban revisarse ante la sospecha de una sobreestimacion de la

prevalencia de casos deficitarios.

7. El papel patdgeno de Blastocystis sp. continua siendo controvertido y con nuestros
resultados no podemos discernir si su presencia es origen 0 consecuencia, por su

condicion de parasito oportunista, de la respuesta inflamatoria a nivel intestinal.
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8. Ante el elevado nimero de casos de parasitosis que quedaron sin controlar,
consideramos importante el disponer de nuevos farmacos o pautas de
administracion alternativas para el tratamiento de las parasitosis intestinales y

acompanarse de suplementacion o refuerzos inmunitario para mejorar su eficacia.

9. En los pacientes que padecen algin tipo de inmunosupresion o enfermedad
autoinmune, las parasitosis tienden a la cronificacion resultando mas complicado

erradicarlas mediante los tratamientos farmacoldgicos convencionales.

10. La mejoria en la capacidad de absorcion en pacientes con parésitos localizados en
la parte alta de intestino delgado (G. intestinalis) ha sido mas patente que con los

localizados en intestino grueso (Blastocystis sp.).

11. La terapia combinada (farmacoldgica y nutricional) ha conseguido elevados
indices de mejora. Es imprescindible que en la terapia intervenga una dietista-
nutricionista que realice el asesoramiento dietético-nutricional personalizado y el

seguimiento de los casos.
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Anexo |: Consentimiento Informado

MODELO DE CONSENTIMIENTO POR ESCRITO
Titulo del estudio: Parasitosis intestinales en pacientes con intolerancia a lactozsa wo
fructosa . Valoracion del efecto de la terapia combinada (farmacoldgica y nutricional).
Yo, {nombre y apeiiaos).
He leido la hoja de informacion gque s2 me ha enfregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficients informacion sobre el estudio.
He hablado con: nombre del nvestigador
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirame del estudio:
1? Cuando quiera

2% Sin tener gque dar explicaciones.
3 Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

Firma del Participants: Firma del Investigador

MNombre: MNomibre:
Fecha: Fecha:
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Anexo Il: Cuestionario para la toma de datos del paciente

e Cddigo

e Fecha:

e Fecha de nacimiento

e Localidad

e  Profesion

e Alergias

e  Malabsorciones

¢ Inicié sintomas gastrointestinales y si cree que hay desencadenante

e Valoracion de sintomas gastrointestinales actuales:

¢ Inmediatos durante ingesta o posteriores

e Distension abdominal 0-10

e  Flatulencias 0-10

e Saciedad precoz o digestiones pesadas

e Transito intestinal actual (Color, moco, sangre esteatorrea). Tipo de heces (Escala Bristol)

e Perdida de peso y cansancio desde que se levanta.

e Dispepsia (Reflujo, acidez, ardor Eructos)

e ¢Hassido diagnosticado de H. Pylori?

e  Otras enfermedades (SIl/ Enfermedad Celiaca)

e  Familiares con problemas o enfermedades gastrointestinal

e Alteraciones diagnosticadas en las tltimas analiticas.

e Tratamiento farmacolégico crénico/ Complementos /Suplementos usados en las ultimas semanas-
meses.

e  Picores o Urticarias

e  Picor anal

e  Contacto con heces de otras personas o colectivos de riesgo

e Viajes a paises tropicales

e  Mascotas sin desparasitar

e  Consumidor de comida ecoldgica sin lavar adecuadamente (fruta y verdura)

e  Consumidor de agua de fuentes

e  Contacto con ambito rural

e  Antecedentes de par
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Anexo III: “Dieta del dia de antes”

NORMAS DIETETICAS PREVIAS A LA PREUBA DE MALABSORCION A LACTOSA,
FRUCTOSA O SOBRECRECIMIENTO BACTERIANO
Dieta SIN hidratos de carbono 24 HORAS antes de la prueba
Es importante la restriccion de hidratos de carbono, fibra y azdcares simples antes de la realizacion de la
prueba puesto que pueden quedar restos de estos en el intestino grueso y por fermetnacién aumentar sus

niveles de metano o hidrogeno espirados y con ello invalidar la prueba.

SI PUEDE COMER

e  Huevos (tortilla francesa, huevo duro...)

e  Carney pescado (salmén, atun, bonito del norte, anchoas) sin acompafiantes

e Productos del mar (sepia, calamares, berberechos...)

e  Aguacate o aceitunas

e  Aceite de oliva

e Requeson o queso de cabra o oveja y yogures naturales

e  Leche de cabra, oveja o vaca o bebida vegetal (avena, soja...) Unicamente en desayuno.
NO PUEDE COMER

e Pan

e  Fruta, verdura y hortalizadas (Alcachofa, puerro, tomate.)

e  Fruta deshidratada (Pasas, détiles, orejones...)

e  Legumbres

e  Embutidos elaborados tipo (mortadela, jamon york, fuet u otros embutidos similares)

e  Frutos secos (Pistachos, nueces, almendras...)

e  Refescos

e Arrozy cereales

e Bolleria (galletas, dulces, mermeladas, barritas energéticas, miel...)

e Edulcorantes artificiales (Sacarina, Stevia, ciclamato, aspartamo...)

*Se ha de acudir a la preuba en ayunas de 12 horas y sin fumar

*No se ha de haber tomado laxantes ni administrados enemas.

*No se podra realizar la prueba si se han tomado antibioticos 1 MES antes de la prueba o
simbidticos/probidticos/prebiotcos, tanto de origen alimentario (Kéfir o chucrut) o en

comprimidos/Sobres, 1 SEMANA antes de la prueba.
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Anexo 1V: Aprobacién del estudio por CEIB (IISLAFE) Fase |

RIR Av i l3Fe
QN ONSEILERILBE SANITAT et

FPNT-CEIB-04 (A)

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION BIOMEDICA

Don Serafin Rodriguez Capellan, Secretario del Comité Etico de Investigacion
Biomédica del Hospital Universitario y Politécnico La Fe,

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado en su sesion de fecha 7 de octubre de 2014, el
Proyecto de Investigacion titulado “PARASITOSIS INTESTINALES EN PACIENTES
CON INTOLERANCIA A LACTOSA Y/O FRUCTOSA.”, con n° de registro 2014/0396.

Que dicho proyecto se ajusta a las normativas éticas sobre investigacion biomédica
con sujetos humanos y es viable en cuanto al planteamiento cientifico, objetivos,
material y métodos, etc, descritos en la solicitud, asi como la Hoja de Informacién al
Paciente y el Consentimiento Informado.

En consecuencia este Comité acuerda emitir INFORME FAVORABLE de dicho
Proyecto de Investigacion que sera realizado en el Hospital Universitario y Politécnico
La Fe por el/la Dr. /| Dra. MARIA TRELIS VILLANUEVA de la UNIVERSIDAD DE
VALENCIA como Investigador Principal.

Miembros del CEIB:

Presidente:
Dr. JUAN SALOM SANVALERO (Unidad de Circulacion Cerebral Experimental)

Vicepresidente:
Dr. JOSE VICENTE CERVERA ZAMORA (Hematologia)

Secretario:
D. SERAFIN RODRIGUEZ CAPELLAN (Asesor juridico)

Miembros: "

Dr. SALVADOR ALINO PELLICER (Catedratico Farmacologo Clinico)

Dra. BELEN BELTRAN NICLOS (Medicina Digestiva)

Dra. INMACULADA CALVO PENADES (Reumatologia Pediatrica)

Dr. JOSE VICENTE CASTELL RIPOLL (Director de Investigacion)

Dra. REMEDIOS CLEMENTE GARCIA ((Medicina Intensiva) (Miembro CBA))

Dra. MARIA JOSE GOMEZ-LECHON MOLINER (Investigadora del Grupo Acreditado
en Hepatologia Experimental)

Dr. RAMIRO JOVER ATIENZA (Doctor en biologia-Universidad de Valencia- Unidad
de Bioquimica y Biologia Molecular)

Dr. JAVIER PEMAN GARCIA (Investigador del Grupo Acreditado multidisciplinar para
el estudio de la Infeccion Grave)

Dr. ALFREDO PERALES MARIN (Jefe de Servicio - Obstetricia)

Dr. JOSE LUIS PONCE MARCO (Unidad de Cirugia Endocrino Metabolica)

Dr. JOSE LUIS VICENTE SANCHEZ (Jefe de seccion-Unidad de Reanimacion)

Dra. PILAR SAENZ GONZALEZ (Neonatologia)

Dr. MELCHOR HOYOS GARCIA (Gerente del Departamento de salud n° 7-La Fe)

Dra. BEGONA POLO MIQUEL (Gastroenterologia Pediatrica)
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Anexo V: Aprobacion del estudio por CEIB (IISLAFE) Fase 11

GENERALITAT .
oA | AW SR I.a!:e
CHRILLTRI & M BRAITAT —

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION BIOMEDNCA

Don Serafin Rodriguez Capoilan, secratano del Comibké Elce de Investgacidn Biomadica del
Hospital Unbversitaris ¥ Palftécnico La Fa,

CERTIFICA

Que eale Comitd, ha evaluado en su sesitn de lscha 7 da abrl de 2045, la propuasta dal
imvasligadar ralative a la modificeckin

M de modificacidne MODIFICACHON DE MARZD 2018

Maotive de B modificacidn: Se solicits b amplincién del estudio hasta diciembre de 2016 El
aeludio sipue o mismo procedimiente ya evaluado y aprobado, s0fo g8 Bumenta & n® de
pacianies por grupo y se ha pautado la resvaluacicn de los intalarantes con pardsiios en un

nico mamanio a los § mases.

pertanecients al proyecto oe investigaci dn:

O aste Combd, emia un DICTAMEM FAVORABLE para la realizacidn ée [a medifisacion al
proyecta, que 5o egld levando a cabe en &l Hospital Universilario v Politécnico La Fe por alla
Dr, | Dra. MARIA TRELIS VILLAMUEVA de la UNIVERSIDAD DE WALENCIA cama

Irvestigador Principal,

Compaelcién CEIB:

Presidenta;
Dr. JUAN SALCM SANVALERD (Unidad de Circulaciin Cansbral Expanmental)

Vicepresidente - Farmacélogo Clinico:
Dr. JOSE VICENTE CERVERA, ZAMORS, [Hamatoiogla)

Secrofario- Licenciado en Darecho:
[, SERAFIM RODRIGUEZ CAPELLANM |Asasor |urideco)

Miambros: B

Or. SALVADOR ALIND PELLICER {Catadralice Famracdioge Clinsa)

[Dva. BELEM BELTRAN NICLOS (Madicing Digeatia)

Dra. INMACULADA CALVD PENADES (Reumalologia Pedidirca)

Dr. JOSE VICENTE CASTELL RIPOLL {Director de Irmeesligacion)

DCira. REMEDIOS CLEMENTE GARCIA [{Madicing Inlensiva) (Miembro CBATH

Dra. MARIA JOSE GOMEZ-LECHON MOLMMER (Imvestigadora del Grupo Acreditado an
Hepalsogia Experimantaly

Dr. RAMIRO JOVER ATIEMZA (Doclor sn biologiadriversidad da Valancia- Lnidad de
Bioquimica v Biclogia Molacular)

D JAVIER PEMAMN GARCIA [Investigadar ded Grupo Acraditade muitidiscipliner para el ashudio
oo la Infeccian Grave)
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