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RESUMEN

INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

A la hora de enfocar el estudio de la diarrea persistente en el nifio, desde el
punto de vista infeccioso, es muy importante la localizaciéon y el grado de
desarrollo de los paises donde residen los pacientes. En general, en los nifios
pertenecientes a paises desarrollados, es probable que la diarrea crdnica sea
desencadenada por una enfermedad subyacente que causa malabsorcién o
alteraciones en la digestiéon. Sin embargo, las infecciones entéricas
(particularmente en pacientes inmunodeprimidos) y los factores dietéticos
pueden jugar un papel importante en algunos casos. Ademas, en los paises
desarrollados, la diarrea funcional representa una alta proporcion de
diarreas crénicas en los ninios. En base a lo anterior, la diarrea crénica de
etiologia bacteriana (Salmonella sp y Campylobacter sp) y virica (Rotavirus,
Adenovirus) en estos paises es poco frecuente. Respecto a la etiologia
parasitaria (generalmente por Giardia lamblia), hay menos evidencia,
aunque existen estudios que consideran que los parasitos rara vez causan

diarrea persistente en nifios con un sistema inmune intacto.

La importancia de la diarrea persistente de etiologia parasitaria en nifios en
la provincia de Sevilla en la actualidad, es poco conocida y su conocimiento

podria ser de gran ayuda para su enfoque diagnostico.
OBJETIVOS

Determinar la prevalencia de parasitismo intestinal en nifios con sindrome
de diarrea crénica/persistente en el area sanitaria adscrita al Hospital
Universitario de Valme y evaluar la utilidad de técnicas microscépicas,
moleculares y cromatograficas en el diagndstico de la enfermedad

parasitaria en el sindrome de diarrea cronica/persistente infantil.
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MATERIAL Y METODOS

Estudio de prevalencia de la etiologia de la diarrea persistente en general y
de la parasitaria en particular en poblacién infantil sintomatica, mediante
un estudio descriptivo, de corte transversal en el periodo de un afio (mayo

2016-mayo 2017).

La metodologia utilizada, incluye el estudio de la etiologia de causa no
infecciosa mediante microscopia, digestion de principios inmediatos y
determinacion cuantitativa de calprotectina. El estudio de la etiologia de
causa infecciosa, incluy6 la realizacién de coprocultivo, microscopia con y sin
concentracion, técnicas  moleculares, inmunocromatograficas y

cromatograficas.
RESULTADOS Y CONCLUSIONES

El estudio en conjunto de las pruebas de laboratorio mostr6 que en el 11,3%
de los casos de diarrea persistente en nifios del Area Sanitaria adscrita la
Hospital Universitario de Valme se detectaba un microorganismo infeccioso,
en el 11,7% se demostraban procesos de malabsorcién o maladigestién y en
el 12,2% procesos inflamatorios, aunque en muchas ocasiones, estos procesos

no eran hallazgos aislados, sino que estaban interrelacionados.

En concreto, en el 7,1% se detect6 la presencia de parasitos, correspondiendo
el 2,6% a parasitos considerados clasicamente patégenos (Giardia sp y
Cryptosporidium sp). La etiologia bacteriana fue responsable del 3,9% de los

casos, siendo Campylobacter sp era la etiologia bacteriana mas prevalente.

Los resultados de este trabajo demuestran que las técnicas moleculares son
en general menos sensibles que la microscopia convencional para el
diagnéstico de la infeccién parasitaria en nifios con diarrea persistente

debido a la baja carga parasitaria y a la presencia de inhibidores en las



muestras. Las técnicas cromatograficas, mostraron una alta sensibilidad a
la hora de discriminar casos de pacientes con diarrea por Giardia sp de

aquellos que presentaban un cuadro diarreico sin etiologia parasitaria.

En base a los resultados, el estudio de parasitos en la diarrea persistente en
nifios, se deberia plantear en base a algoritmos de decisién basados en

técnicas de deteccién altamente sensibles.

XXI



XXII



I. INTRODUCCION
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I. INTRODUCCIONY
ANTECEDENTES

En nifios, los episodios prolongados de diarrea, se caracterizan por un aumento de
la frecuencia, la disminucién de la consistencia o el incremento de volumen de las
deposiciones, que no mejoran y que se prolongan més de dos semanas, definiendose
desde el punto de vista clinico como diarrea crénica y/o persistente (Baran, 2014;
Keating, 2005). Los conceptos de "diarrea persistente" y "diarrea crénica" son
diferentes. La diarrea persistente es un episodio de diarrea de etiologia infecciosa,
que se desarrolla de forma aguda, pero que se prolonga por encima de los 14 dias
(Mathai et al., 2011), mientras que la diarrea crénica se define como la diarrea que
dura més de 14 dias y no se asocia exclusivamente a causa infecciosa (Lee et al.,
2012). Por tanto, la diarrea persistente est4 incluida en una gran categoria
denominada sindrome de diarrea crénica. Las caracteristicas de las deposiciones y
sus sintomas acompafnantes son variables segin la fisiopatologia de la diarrea
(osmética, secretora, esteatorreica), su impacto en el estado nutricional del nifio y,

en ocasiones, su etiologia (Baran, 2014).

En general, una amplia gama de trastornos conduce al sindrome de diarrea crénica
o persistente, pudiendo ser el resultado de: (a) procesos inflamatorios o neoplésicos
del colon; (b) procesos inflamatorios del intestino delgado; (c) malabsorcién; (d)
mala digestién debido a insuficiencia pancreatica; (e) trastornos de la motilidad
intestinal y (f) de causa infecciosa, y puede ser dificil separarlos en base a criterios

clinicos exclusivamente (Lee et al., 2012).

En el caso particular de los nifos, las causas de diarrea persistente son también

diversas, e incluyen causas funcionales e infecciosas, aunque también trastornos



hereditarios de la regulaciéon inmune, digestiéon de macronutrientes y de la funcién

de barrera de la mucosa o del transporte de nutrientes (Thomas et al., 2003).

1. Epidemiologia y etiologia de la diarrea
cronica y/o persistente

A la hora de enfocar el estudio de la diarrea crénica desde el punto de vista
infeccioso (diarrea persistente) es muy importante enfocarlo segtin la localizacién
y grado de desarrollo de los paises donde residen los pacientes. Por ello, las
principales causas y la prevalencia de la diarrea crénica en nifos, difieren entre
los paises desarrollados y en desarrollo. En el mundo en desarrollo, la diarrea
cronica generalmente se asocia con infecciones entéricas recurrentes y desnutricién
y se manifiesta por una enteropatia crénica, con una alteraciéon de la cicatrizacién
de la mucosa y una disminucién de la capacidad digestiva y de absorciéon. En los
paises desarrollados, los nifios tienen menos probabilidades de estar expuestos a
infecciones entéricas recurrentes y desnutricién, siendo mas probable que la
diarrea crénica sea inducida por una enfermedad subyacente que causa
malabsorcion o mala digestién, pero, sin embargo, las infecciones entéricas
(particularmente en pacientes inmunocomprometidos) pueden jugar un papel

importante en algunos casos (Keating, 2005).

En los paises emergentes (recursos econémicos limitados), la etiologia de causa
infecciosa es responsable de la mayoria de casos de diarrea persistente (Moore,
2017), entre las bacterias: E. coli enteroagregativa (también conocida como Z. coli
enteroadherente, CEEA) (Ochoa et al., 2004), E. coli enteropatégena (EPEC) en
lactantes menores de seis meses, Shigella sp, Salmonella sp, Yersinia sp y
Campylobacter sp (Ngan et al., 1992; Fagundes-Neto et al., 2000; Ahmed et al.,
2001). En el caso de los virus, aunque Rotavirus se relaciona con cuadros diarreicos

de corta duracién y autolimitados, también se ha relacionado con episodios de



diarrea persistente (Sood et al., 1999). La asociacién entre la etiologia parasitaria
y la diarrea persistente en estos paises es menos concluyente, Cryptosporidium sp
se ha asociado a episodios crénicos de diarrea en Bangladesh pero no en Pert,
mientras que Giardia lamblia muestra tasas de incidencia similares en la diarrea
aguda y crénica (Mondal et al., 2012; Baqui et al., 1992; Lanata et al., 1992;
Ramakrishna et al., 2006) en menor medida otros parasitos como Cyclospora sp,
Isospora sp, Microsporidium sp, Entamoeba histolyticay Strongyloides sp también
pueden desempefiar algin papel en estos episodios (Ochoa et al., 2004). Sin
embargo, los estudios seriados de heces durante los episodios de diarrea crénica
sugieren que las infecciones secuenciales con los mismos o diferentes
microorganismos son los responsables con mayor frecuencia de diarrea prolongada
en estos paises (Baqui et al., 1992; Lanata et al., 1992) mas que la persistencia de

un determinado agente etioldgico.

En los paises desarrollados, la diarrea crénica de etiologia bacteriana (Salmonella
sp y Campylobacter sp) y virica (Rotavirus, Adenovirus) en estos paises es poco
frecuente, aunque la enteritis viral prolongada puede ser responsable de algunos
episodios (Azim et al., 2004). Sin embargo, hay que tener en cuenta que algunos
pacientes en estos paises pueden presentar diarrea crénica tras un episodio de
diarrea infecciosa que puede ceder de forma espontianea tras unos 2 meses de
evolucién. En otros pacientes puede aparecer un sindrome de intestino irritable
después de una infeccién gastrointestinal (sindrome de intestino irritable
postinfeccioso) y muchos de estos casos, en realidad, corresponden a un estado de
sobrecrecimiento bacteriano intestinal. Respecto a la etiologia parasitaria
(generalmente por Giardia lamblia), hay menos evidencia, aunque existen estudios
que consideran que los parasitos rara vez causan diarrea persistente en nifios con
un sistema inmune intacto, siendo mas frecuente como causa de diarrea en

pacientes inmunodeprimidos (Baran, 2014).



Por tanto, en nifios pertenecientes a paises desarrollados, es probable que la
diarrea crénica sea desencadenada por una enfermedad subyacente que causa
malabsorcién o alteraciones en la digestién (Guarino et al., 1995). Sin embargo, las
infecciones entéricas (particularmente en pacientes inmunodeprimidos) y los
factores dietéticos pueden jugar un papel importante en algunos casos (Guiraldes
et al., 2013). Ademas, en los paises desarrollados, la diarrea funcional representa
una alta proporcién de diarreas crénicas en los nifos. Esto tiende a ocurrir en
nifios, por lo demas sanos, con inicio en la infancia tardia o en la edad preescolar,
y es autolimitada una vez que se reduce o elimina de la dieta carbohidratos
osmoéticamente activos, y/o se adecua el contenido en grasa. Por otro lado, la
enfermedad celiaca también es una causa relativamente comun de diarrea crénica
no infecciosa en estos nifios y puede presentarse con una amplia variedad de
sintomatologia y gravedad (Garnier-Lengliné et al., 2015). Por ultimo, otras
circunstancias no infecciosas pueden provocar diarrea crénica y/o persistente e
incluyen la enfermedad inflamatoria intestinal, colitis isquémica, colitis

microscépica y otras formas de enfermedad idiopatica (DuPont, 2016).

La diferencia en la fisiopatologia subyacente a la mayoria de los casos de diarrea
crénica en los paises en desarrollo, en comparaciéon con los paises desarrollados,
requiere diferentes enfoques para el diagnodstico y el tratamiento en los dos
entornos, no pudiéndose unificar el enfoque del estudio de laboratorio sin tener en

cuenta estas circunstancias.

2. Evaluacién y diagnoéstico de laboratorio de
la diarrea crénica y/o persistente

La seleccién de la estrategia adecuada para diagnosticar la causa de la diarrea

cronica en el nifio depende de la presentacion clinica en el paciente. En la mayoria



de los casos, una historia completa y un examen fisico limitan el rango de
posibilidades. La edad de presentacién y el entorno de la poblacién (lugar y
condiciones socioculturales) también son factores importantes a tener en cuenta.
Ademas, se debe preguntar a los padres sobre los sintomas y las posibles

exposiciones (leche cruda, agua no tratada).

Lo que si parece claro, es que el estudio de laboratorio de la diarrea crénica o
persistente en el nifio requiere un abordaje integral. Por ello, la Asociacién
Americana de Microbiologia en su Clinical Microbiology Procedures Handbook
(Garcia et al., 2010) incluye los estudios microbiolégicos y bioquimicos necesarios

para un diagnoéstico completo del sindrome.

Es muy importante remarcar, que la evaluacién de los nifios con diarrea persistente
de etiologia desconocida debe iniciarse después de que éstos presenten

sintomatologia durante mas de 14 dias.

3. Diagnéstico tradicional de laboratorio de la
diarrea crénica y/o persistente

3.1 Estudios bioquimicos en heces

Si la sospecha de diarrea crénica y/o persistente es clara, se debe obtener al menos

una muestra de sangre y de heces para estudio de laboratorio.

Respecto a los estudios seroldgicos, el despistaje de la enfermedad celiaca es muy
importante en esta primera evaluaciéon e incluiria el estudio en suero de
anticuerpos antigliadina IgA, antiendomisio IgA y antitransglutaminasa IgA

(preferentemente cuantificada para detectar aquellos falsos negativos debido a



déficit congénito de IgA) (Polanco-Allué et al., 2010) el estudio en heces de los
niveles de calprotectina fecal que aumentan en la inflamacién intestinal y a
menudo son utiles para distinguir las causas inflamatorias de las no inflamatorias
de la diarrea crénica. Sin embargo, las caracteristicas de la prueba varian segun la
prevalencia de la enfermedad inflamatoria intestinal en la poblacién de estudio.
Por lo tanto, la prueba puede usarse para enfocar la siguiente etapa de la
Iinvestigacién, pero los resultados no deben interpretarse para incluir o excluir

firmemente cualquier categoria de enfermedad (Vaos et al., 2013).
El estudio bioquimico inicial de las heces debe incluir:

1. Determinacién del pH, electrolitos y sustancias reductoras para heces
acuosas. El “gap" osmoético de las heces se puede usar para estimar las
contribuciones relativas de los electrolitos y no electrolitos a la retenciéon de
agua en la luz intestinal. En la diarrea osmética, los no electrolitos causan
retencién de agua (Baran, 2014). La deteccién de sustancias reductoras
(tabletas Clinitest), de estar presentes sugieren intolerancia a monosacaridos
del tipo glucosa, polimeros de glucosa o maltodextrinas; o intolerancia a

disacaridos del tipo lactosa (Velasco-Benitez, 2004).

2. Sangre oculta, leucocitos fecales. La determinacién de sangre oculta (métodos
inmunoquimicos) y leucocitos fecales (microscopia) tienen cierta capacidad
para predecir procesos inflamatorios. Sin embargo, la sensibilidad y

especificidad de cada una de estas pruebas es baja (Tibble et al., 2002).

3. Grasas en heces: existen una amplia variedad de pruebas para detectar
malabsorcién de grasas (esteatorrea). El estandar de oro para el diagnéstico
de la esteatorrea es la estimacién cuantitativa de la grasa de las heces,
generalmente realizada durante 72 horas. Debido a que la recoleccion de las
heces durante 72 horas es engorrosa, las pruebas cualitativas también se usan

para detectar la esteatorrea. Estas incluyen la tincién Sudan III y un método



gravimétrico rapido. La sensibilidad y fiabilidad de la prueba de Sudan III
est4 limitada por la variabilidad en su rendimiento e interpretacién (Khouri

et al., 1989).

3.2 Estudios microbiolégicos en heces

3.2.1 Diagnoéstico de la diarrea persistente por bacterias y
virus

En escasas ocasiones se aisla Campylobacter sp, Salmonella sp o se detectan virus
entéricos como origen de una diarrea persistente en nifios de paises desarrollados
(JKellermayer et al., 2017) aun asi, el estudio bacteriolégico de las heces mediante
cultivo (el llamado coprocultivo) forma parte de la mayoria de los protocolos de
estudio inicial de la diarrea persistente (Ramos et al., 2010) y es la técnica de
referencia (Alvarez et al., 2017). En general, en el coprocultivo se utilizan distintos
medios diferenciales y selectivos. Para el caso de Salmonella sp, se utilizan medios
poco selectivos como el agar MacConkey o medios con selectividad moderada como
el agar Salmonella- Shigella. Lia utilizacion de medios liquidos de enriquecimiento
como el caldo de selenito es muy importante ya que en los casos de diarrea
persistente suele encontrarse una baja concentracién de salmonelas en las heces.
En el caso de Campylobacter sp también se emplean medios selectivos como el
medio de Butzler o Skirrow que incorporan antibiéticos para inhibir el crecimiento

de la flora intestinal, ademads se deben incubar en atmdésfera microaerofilica y 42°C.

Aunque la contribucién de los virus al sindrome de diarrea persistente es poco
importante (enteritis viral prolongada), el estudio de virus entéricos (Rotavirus y
Adenovirus principalmente) también tiende a incorporarse rutinariamente en la
valoracién inicial del paciente (Schiller, 2004). El diagnéstico rutinario se basa en
métodos directos, consistentes generalmente en la detecciéon de las particulas

viricas o sus antigenos mediante anticuerpos monoclonales (Alvarez et al., 2017).



En la actualidad se dispone de métodos de inmunocromatografia, técnicas de
enzimoinmunoanadlisis (EIA) convencional, técnicas de EIA de membrana y

técnicas de aglutinacién de particulas de latex.

La incorporacion del diagnéstico molecular en forma de paneles moleculares
multiples, también conocidos como paneles sindrémicos, en el estudio de la diarrea
crénica es mas controvertido y aunque importante para el estudio de la diarrea
aguda (Khare et al., 2014), es menos rentable en la crénica por la baja carga
bacteriana de las muestras (Pankhurst et al., 2014). En términos de sensibilidad,
se ha demostrado que la PCR aumenta la detecciéon de muchos microorganismos
respecto al coprocultivo con la excepcién de Salmonella sp (Cunningham et al.,
2010), donde el enriquecimiento en caldo selenito aporta una mejor sensibilidad al

coprocultivo.

3.2.2 Diagnostico de la diarrea persistente por parasitos

El examen microscopico sigue siendo el método tradicional para el estudio de
pardsitos de heces (Garcia, 2009), tanto el examen en fresco, como las técnicas de
concentracién (sedimentacién o flotacién). Ademas, los trofozoitos de protozoos no
se visualizaran tras los estudios de concentracién ya que el procedimiento suele
destruirlos y por ese motivo es imprescindible el examen en fresco como fase inicial
del estudio microscopico. Ademas, el diagndstico microscopico de los coccidios
(Cryptosporidium sp) requiere la utilizacién de tinciones especificas, generalmente

una modificacién de la tincién de Ziehl-Neelsen, denominada tincién de Kinyoun.

Sin embargo, la sensibilidad de las técnicas microscépicas, parece no adecuada
para el estudio de los protozoos mas prevalentes en los casos de diarrea persistente,
en algunos estudios se comunican valores de 54,8% y 66,4% para Cryptosporidium
sp v Giardia sp respectivamente (McHardy et al., 2014). A lo anterior hay que unir

otros factores que influyen en la sensibilidad de la microscopia tales como la
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excrecién esporadica (que requiere el examen de multiples muestras de heces), la
administracién previa de antiparasitarios, el intervalo de recolecciéon de las

muestras y la conservacion de las heces.

La deteccién microscopica mediante tincién con anticuerpos fluorescentes aumenta
significativamente la sensibilidad y la especificidad en la deteccién de protozoos
entéricos (Manser et al., 2014). La deteccién de Giardia sp por inmunofluorescencia
directa muestra una sensibilidad que oscila entre 99-100% y una especificidad del
100% respecto a las técnicas convencionales (66% de la microscopia convencional y
93% tincién tricrémica convencional) (Garcia et al., 1992). Para Cryptosporidium
sp, los resultados son también adecuados con sensibilidades que oscilan entre el
93-100% para la inmunofluorescencia respecto al 54,8-92% de la tincién acido-
resistente modificada (Alles et al., 1995). En el caso de Blastocystis sp la técnica
muestra una sensibilidad que oscila entre 73-87% (tincién tricrémica 50%) y una
especificidad del 97,3% (tincién tricrémica 50%) (Dogruman et al., 2010; Marhoumy
et al., 2015).

Para obviar el uso de la microscopia, se han desarrollado pruebas rapidas de
deteccion de antigenos de Giardia sp y Cryptosporidium sp mediante
inmunocromatografia o enzimoinmunoensayo (ELISA). Estas pruebas muestran
sensibilidades entre el 63-83% y especificidades del 97-100% para Giardia sp y del
47-100% y 46-100% para Cryptosporidium sp (Agnamey et al., 2011). A la vista de
la amplia variabilidad de las especificidades y particularmente las sensibilidades
de estas pruebas el US Council of State and Territorial Epidemiologists excluye los
casos diagnosticados como Cryptosporidium sp mediante inmunocromatografia y

los considera probables en lugar de confirmados.

4. Diagnéstico no tradicional de laboratorio
de la diarrea crénica y/o persistente
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4.1 Empleo de métodos moleculares

Como resultado de las limitaciones de los ensayos microscépicos e inmunolédgicos,
se han desarrollado métodos de deteccién basados en pruebas moleculares. Este
enfoque presenta numerosas ventajas sobre los métodos tradicionales, en principio
una mayor sensibilidad y especificidad, capacidad de utilizar distintas dianas
moleculares en un ensayo mdultiple, la posibilidad de cuantificacién y tipado
molecular, y un tiempo de respuesta rapido, particularmente cuando la PCR esta

acoplada a un sistema automatizado de extraccién de ADN (Verweij et al., 2014).

Se sabe que la inhibicién de la PCR por parte de los componentes fecales es un
problema grave (Monteiro et al., 1997). Los inhibidores son polisacaridos complejos

que posiblemente se originan a partir del contenido vegetal de la dieta.

Ademas, los métodos moleculares en el caso de la deteccidén directa desde las heces
y su rendimiento se afectan mucho si las muestras han sido conservadas en SAF o
PVA, ademas son particularmente sensibles a la calidad y pureza del ADN de
partida, por lo que la eleccién de un método de extraccién eficiente es un paso
critico, ya que se han observado diferencias de rendimiento entre diferentes

equipos de extraccién (Paulos et al., 2016).

El abordaje del diagnéstico molecular de la diarrea de etiologia parasitaria,
principalmente de los protozoos, ha experimentado distintos enfoques en los
ultimos afos, desde los métodos de PCR in house a la introduccién de las

plataformas sindromicas.

4.1.1 PCR in house

En general, se han desarrollado multiples protocolos moleculares in hAouse para la
deteccién de protozoos en heces en casos de diarrea. En general, estas técnicas no
se han estandarizado y han sido dirigidas en su mayoria, a estudios de

investigacion mas que al diagnoéstico clinico de rutina. Ademas, son técnicas que no
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permiten el procesado de un gran numero de muestras al ser métodos muy

manuales.

En la actualidad el diagnéstico esta basado en el empleo de PCR en tiempo real con
sondas TagMan o SYBR Green empleando cebadores que amplifican secuencias de

la subunidad pequenia del ARN ribdsomico 18S.

Los estudios publicados, no evaltan la sensibilidad de estas técnicas, aunque en
general se comparan a la microscopia convencional y concluyen que son mas
sensibles. La especificidad si ha sido evaluada demostrando que la PCR multiplex
en tiempo real para la deteccién de Giardia lamblia y Cryptosporidium parvum

muestra una especificidad del 100% (Verweij et al., 2003).

4.1.2 Plataformas de PCR modulares

Estas plataformas, son la evolucién comercial de los protocolos moleculares in
house. So6lo existe en el mercado una plataforma disponible el Lightmix®
Parasitical Kit (Roche/TIB Molbiol). La plataforma LightMix Modular contienen
cebadores premezclados con sondas de hidrélisis y controles positivos obviando los

problemas de estandarizacion de los protocolos in house.

El sistema modular LightMix permite trabajar en formato multiplex, con 6
fluoréforos, incluyendo un control interno de amplificacién, y detectar los parasitos
en el LC-480® de Roche. Las sondas son independientes, lo cual permite crear
combinaciones de hasta 5 parasitos por muestra (Entamoeba histolytica, Giardia
sp, Dientamoeba sp, Cryptosporidium sp y Blastocystis sp), debido a que los perfiles
térmicos de amplificacién son comunes y comparten el mismo reactivo de
amplificacion. La plataforma ha demostrado una sensibilidad del 100% para todos
los protozoos, y especificidades del 93,2% para B. hominis, 98% para G. intestinalis,
99,8% para especies de Cryptosporidium sp, 84% para D. fragilisy 100% para E.
histolytica (Byrne et al, 2015).
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4.1.3 Plataformas de PCR multiples

En la actualidad, la mayoria de los distintos equipos aprobados por la FDA o con
marcado CE, estan basados en pruebas de PCR mediante plataformas multiples.
La mayoria permiten la deteccién e identificaciéon simultanea de los protozoos
intestinales mas comunes (asi como de bacterias y/o virus) y podrian ser utilizados
en el diagnostico del sindrome de diarrea persistente. Las plataformas disponibles
en la actualidad son: el BD MAXTM Enteric Parasite Panel (EPP) (Becton,
Dickinson and Company, EE. UU.), el panel gastrointestinal Luminex xTAG1
(Luminex Corporation, Toronto, Canada), el Biofire FilmArrayTM Panel
gastrointestinal (BioFire Diagnostics, Salt Lake City, UT), Verigene Enteric
Pathogens (EP) (Luminex) y el EasyScreenTM Enteric Parasite Detection Kit
(Genetic Signatures, Sydney, Australia). Todos emplean sistemas automatizados

de extraccidon y permiten el estudio simultaneo de distintas muestras.

La sensibilidad y especificidad de estas plataformas varia segun los equipos. E1 BD
MAXTM Enteric Parasite Panel muestra una sensibilidad y especificidad del 98,2%
y 99,5% para G. duodenalis y del 95,5% y 99,6% para Cryptosporidium sp,
respectivamente (Madison-Antenucci, 2016). En el caso del Luminex xTAG, la
sensibilidad y especificidad es del 95-100% y 99-100% para G. duodenalis y del
95-100% y 100% para Cryptosporidium sp, respectivamente (Perry, M. et al.,
2014). Para el Biofire FilmArray, la sensibilidad y especificidad publicada oscila
entre el 100% y 99,5— 100% para G. duodenalis y del 95-100% y 99.6-100% para
Cryptosporidium sp respectivamente (Huang et al., 2016). Por tltimo, el Verigene
Enteric Pathogens (EP) test (Luminex) muestra una sensibilidad del 92% para G.
duodenalis, 100% para Cryptosporidium sp y 96% para Blastocystis sp (Stark et
al., 2014).

La gran ventaja de estas plataformas es la gran automatizacién de los estudios, sin

embargo, al ser paneles cerrados, es obligatorio el estudio simultdneo de virus,
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bacterias y parasitos; lo que, unido a su alto coste econémico, impide un adecuado

planteamiento de los estudios en términos de eficiencia diagndstica.

4.1.4 Métodos moleculares emergentes

Una desventaja de los métodos moleculares anteriores es que solo pueden detectar
los parasitos previamente definidos en los equipos. Una estrategia alternativa
aprovecha la creciente disponibilidad de plataformas de secuenciacién masiva
(next-generation sequencing, NGS) (Lecuit et al., 2014). En la actualidad, la
metagendémica shotgun, es capaz de perfilar toda la diversidad microbiana o
patobioma (microbioma patégeno), incluidas bacterias, protozoos, helmintos y
virus, simultaneamente, y podria ser de mucha utilidad en el sindrome de diarrea
persistente (Schneeberger et al., 2016). Estas técnicas requieren la disponibilidad
de genomas de referencia parciales o completos y como en la actualidad se han
secuenciado muchos genomas de parasitos entéricos, incluyendo Cryptosporidium
sp, Giardia sp y Blastocystis sp, esto facilitara la incorporacién al diagnéstico del

sindrome de diarrea crénica de las plataformas de secuenciacién masiva.

4.2 Empleo de cromatografia de gases

4.2.1 Importancia de los compuestos volatiles como
compuestos clave para diagnéstico de enfermedades

En la actualidad, las metodologias empleadas para el diagnéstico de enfermedades
se han diversificado en gran medida. La busqueda de biomarcadores especificos de
enfermedades es una tendencia en varias areas de investigacién. En concreto, los
compuestos organicos volatiles (COV) determinados por métodos cromatograficos
se han evaluado como compuestos clave para el diagndstico de una gran variedad

de enfermedades (Shirasu et al, 2011).
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Las alteraciones en los perfiles de los COV en las muestras estudiadas (heces,
orina, sudor, aliento) son un reflejo de los procesos metabdélicos fisiolégicos y
fisiopatolégicos que pueden ocurrir en el organismo. Este hecho explica que el olfato
se haya utilizado durante mucho tiempo para detectar enfermedades; asi, los
médicos tradicionales chinos observaron distintos olores en la orina de pacientes
diabéticos y a finales del siglo XIX, Robert Koch identificé olores distintivos en

heridas infectadas por microorganismos (Chan et al, 2016).

Debido a esto, hay estudios muy novedosos sobre la asociacién entre distintas
enfermedades (Alzheimer, Parkinson, cdncer) y los COV, en concreto, un estudio
demuestra diferencias significativas en aire exhalado de pacientes con cancer de

mama y controles sanos (Changsong et al, 2014).

Estos métodos de diagnédstico para la deteccién de compuestos organicos volatiles
son método-dependientes ya que abarcan distintas técnicas cromatograficas, como
la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (Buijck et al, 2016)
hasta métodos electrénicos como eNose (Wojnowski et al, 2017) que son menos
discriminatorios de la etiologia infecciosa, pero, en general, permiten un abordaje
integral de los procesos de diarrea persistente. Ademas, el limite de detecciéon de
los métodos cromatograficos permite la determinacién de compuestos volatiles que

se encuentran presentes en diversas matrices en concentraciones muy pequenas.

Es por esto que, los métodos cromatograficos permiten un abordaje muy distinto e
interesante del sindrome de la diarrea cronica al de los estudios expuestos en
apartados anteriores. Estos métodos no se centran en un solo microorganismo, sino
en el estudio de biomarcadores lo que permite un abordaje integral en el estudio de

la muestra.

4.2.2 Compuestos encontrados para el diagnoéstico de
enfermedades infecciosas intestinales
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La determinaciéon de compuestos volatiles como biomarcadores de enfermedades

infecciosas ha sido estudiado previamente por otros autores.

En concreto, el estudio del perfil de compuestos organicos volatiles aplicado al
diagnéstico de la diarrea infecciosa, no estd extensamente desarrollado y el
limitado numero de estudios impiden establecer un perfil uniforme para las
distintas etiologias. En base a lo anterior, los estudios disponibles buscan mas

establecer patrones de compuestos en comparacion con controles sanos.

En el caso de la diarrea por Clostridium difficile, los estudios publicados
demuestran que las muestras fecales positivas podrian distinguirse de los controles
en funcién de sus perfiles de compuestos organicos volatiles. Asi, Tait et al. (2014)
demuestran un perfil de aumento de 2-fluoro-4-metilfenol y acido isocaproico;
Garner et al. (2009) demuestra un perfil de disminucién de 2-etanol; tolueno, 6-
metil-3,5-heptadieno-2-ona y acido hexanoico; y, por ultimo, Probert et al. (2004)

constata un perfil Ginico de aumento de 5-metil-2-furancarboxialdehido.

En el caso de la diarrea por Campylobacter jejuni; Garner et al. (2009) demuestran
un perfil de aumento de 1-butoxi-2-propanol y ausencia de 3-metil furano y
dimetilsulfido; Probert et al. (2004) demuestran un perfil con ausencia de terpenos
e hidrocarburos. Mientras que en la diarrea por Vibrio cholerae, Garner et al.

(2009) constata un perfil con aumento de dimetil disulfido y pmenth-1-en-8-ol.

Por otro lado, estas técnicas también se han empleado en el abordaje del estudio de
la etiologia virica de la diarrea, aunque los trabajos se han centrado
exclusivamente en el diagnéstico de la diarrea por rotavirus donde (Al-Kateb et al,
2012) se demuestra un perfil de aumento de aldehidos y 2-3-butanediona y en otro
estudio (Probert et al, 2004) se constata un perfil Gnico con aumento de

dodecanoato de etilo de etilo.

Por ultimo, el abordaje del estudio de la etiologia parasitaria de la diarrea esta

menos desarrollado y s6lo existe un trabajo que aborda el diagnéstico de la diarrea
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por Giardia sp donde Bond et al. (2015) demuestran un patrén complejo con

aumento de 2-metilfenol y 4-metilfenol y disminucién de acetona y 2-butanona.

4.2.3 Biomarcadores para el diagnostico de giardiasis

Aunque la mayoria de los estudios sobre perfiles de compuestos organicos volatiles
aplicados al diagnéstico de la diarrea infecciosa muestran resultados
prometedores, los resultados obtenidos rara vez se reproducen en otros estudios.
Este hecho da como resultado una gran variedad de compuestos volatiles que se

consideran especificos de enfermedad diarreica infecciosa.

Actualmente, la variacion entre los protocolos de trabajo y el muestreo impide la
comparacién entre los distintos estudios. Por lo tanto, antes de que los perfiles de
compuestos organicos volatiles puedan cumplir con su potencial de biomarcadores
clinicos, los protocolos relacionados con las condiciones de muestreo (muestreo,

transporte y almacenamiento) y las técnicas analiticas deben ser estandarizadas.

En general, la presencia de metil-fenoles (cresoles) en los casos de diarrea, puede
convertirlos en un marcador muy interesante (Bond et al., 2015). El p-cresol es uno
de los metabolitos del aminoacido tirosina y, en cierta medida, también de la
fenilalanina, que se convierte en Aacido 4-hidroxifenilacético por las bacterias
intestinales, antes de ser descarboxilado al p-cresol (putrefaccién). Las principales
bacterias contribuyentes son los aerobios (principalmente enterobacterias), pero,
en cierta medida, también los anaerobios (principalmente Clostridium perfringens)

y parasitos (caso de Giardia sp).

Ademas, en este tnico estudio sobre los COV en pacientes con giardiasis se
1dentificaron 24 compuestos con diferencias significativas entre el grupo control y
el grupo con Giardia sp. En concreto, los 5 COV mas significativos fueron: 2,2,4,4-

tetrametiloctano, 1-propanol, acido acético, 2,2,4,6,6-pentametilheptano y acetona.
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4.2.4 Determinacion de los compuestos volatiles

Seguin la técnica de analisis empleada y el tipo de matriz que se analiza, la
determinacion de los compuestos volatiles puede requerir una fase previa de

extraccién.

Cuando para el andlisis es necesario extraer los compuestos volatiles de la matriz

pueden aplicarse diversas técnicas. Las mdas utilizadas son:

a) Extraccién en espacio de cabeza estéatico (Static Headspace Extraction,

HS): Este método se basa en el siguiente principio: las moléculas volatiles del
producto migran al espacio de cabeza o fase gaseosa que esta sobre él hasta
alcanzar el equilibrio. De esta manera, esta técnica permite a los analistas tomar
una alicuota de la fase gaseosa, la cual estd en equilibrio con una fase sélida o
liquida (Ettre, 2002), que es representativa del aroma de la muestra. El principal
factor limitante de esta técnica es su limitada sensibilidad, por ello es utilizada
principalmente para el analisis de compuestos mayoritarios. Es por esto que es una

técnica es muy representativa del aroma real de la muestra.

b) Extraccién en espacio de cabeza dindmico (Dynamic Headspace

Extraction, DHS): A diferencia del HS, se aplica una corriente de gas que fuerza el

paso de los compuestos volatiles al espacio de cabeza. Los volatiles arrastrados al
espacio de cabeza son retenidos en algiin material acumulandose para su posterior
andlisis (B'Hymer, 2003). Los materiales més utilizados son: Tenax®,
Chromosorb®, Porapak®, o resinas XAD Amberlite®. Este sistema tiene mas

capacidad de extraccion que el anterior y por tanto mas sensibilidad.

¢) Extraccién liquido-liquido (Liquid-Liquid Extraction, LLE): En este tipo

de extraccién se pone en contacto un solvente organico con la muestra liquida. Para
la extraccion de compuestos volatiles se utilizan indistintamente embudos de
decantacién (Cobb y Bursey, 1978), extractores en continuo (Gutiérrez et al., 1990),

asi como técnicas con ultrasonidos (Mecozzi, 2002). Esta técnica extrae gran
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cantidad de compuestos aromaticos, sin embargo, el principal problema reside en
el arrastre de compuestos que no son de interés y que dificultan el analisis objetivo
de la muestra. Ademas, requiere del uso de disolventes organicos contaminantes

ambientales.

d) Destilacién y extraccién simultdneas: No requiere paso de concentracién

del extracto y permite extraer los mismos compuestos que la extracciéon liquido-
liquido. Sin embargo, debido al calentamiento de la muestra con las altas

temperaturas puede dar lugar a la aparicién de compuestos indeseables.

e) Extraccién en fase sélida (Solid Phase Extraction, SPE): El principio en

el que se basa esta técnica es la diferente afinidad de los analitos entre una fase
sélida, que es el adsorbente, y una liquida, que es la muestra. Asi, se hace pasar la
muestra sobre una fase sélida que los adsorbe de manera especifica. Se diferencian
basicamente tres tipos de adsorbentes: silices enlazadas, carbén y poliméricos. La
elucién de los analitos se realiza con unos pocos mililitros de un solvente organico

como por ejemplo metanol, diclorometano o acetato de etilo.

f) Microextraccién en fase sélida (Solid Phase Microextraction, SPME): Fue

desarrollada por Arthur y Pawliszyn (1990). Se basa en la extraccién de los analitos
de la matriz de la muestra mediante una fibra de silice fundida que esta recubierta
de un adsorbente o absorbente, en la mayoria de los casos polimérico, seguida de la
desorcién de los analitos mediante temperatura o disolvente organico. La fibra se
encuentra ensamblada en un portafibra, cuya estructura es similar a una jeringa
ligeramente modificada. La muestra se puede tomar del espacio de cabeza o
mediante inmersién en ella. Es simple, muy sensible y reproducible, requiere un
bajo coste y pequenos volumenes de muestra. Se puede utilizar con muestras

sélidas, liquidas o gaseosas.

g) Extraccién por absorcién con barras magnéticas agitadoras (Stir Bar

Sorptive Extraction, SBSE): Esta técnica fue desarrollada por Baltussen y Sandra
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(Baltussen et al., 1999; Baltussen et al., 2002) y se basa en los mismos principios
de extracciéon que la SPME. El absorbente estd unido a una barra magnética
agitadora. El mas usado es el comercialmente conocido como Twister®. Consiste en
una barra magnética agitadora recubierta de vidrio y ésta a su vez por una capa de
polidemetilsiloxano (PDMS). En este caso los analitos pueden ser extraidos
introduciéndolos directamente en la muestra (inmersién) o bien en el espacio de

cabeza de la misma.

5. Estrategia diagnéstica actual de la
infeccién parasitaria en la diarrea persistente
en paises desarrollados

La estrategia diagnéstica de la infecciéon parasitaria en paises desarrollados, ha
estado muy influenciada en los ultimos afios por la baja prevalencia y diversidad
de las especies de protozoos que causan diarrea persistente. En base a lo anterior,
muchos laboratorios han reemplazado los métodos de diagndstico basados en la
microscopia, por métodos de enzimoinmunoensayo (ELISA) més sensibles y
especificos (y menos dependientes del observador) y en la mayoria de los
laboratorios de EE. UU. Giardia sp, Cryptosporidium sp y E. histolytica se
diagnostican mediante pruebas de ELISA comerciales, sobre todo en centros con
alta carga de trabajo (DuPont, 2016). En centros con baja carga de trabajo o muy
especializados se utilizan pruebas de inmunoflurescencia directa debido a su alta
sensibilidad (Garcia, 1997.). La mayor sensibilidad y especificidad de la PCR en
tiempo real para la detecciéon de parasitos, probablemente favorecera su uso, ya
que en muchos paises la experiencia en microscopia esta disminuyendo, ademas, el
tiempo de trabajo se reduce enormemente y hace innecesario obtener las tres

muestras fecales clasicas para el examen parasitolégico. Obviamente, obtener una
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muestra en lugar de tres es mas conveniente y eficiente para los nifios, sus padres
y el laboratorio. Este enfoque seria similar al ya méas instaurado para la deteccion
de microorganismos causantes de diarrea bacteriana y viral (coprocultivo
molecular) que ya se utiliza en un niimero creciente de laboratorios y otorga una
dimension completamente nueva al diagnéstico diferencial de laboratorio de las
enfermedades diarreicas (Boer et al., 2010). Aunque ya existen iniciativas para
organizar esquemas de evaluacién de la calidad para el diagnéstico molecular de
parasitos intestinales, estos sistemas atun no han sido ampliamente adoptados,
posiblemente debido al alto costo en comparacién con la microscopia tradicional y
a la incertidumbre en cuanto a la importancia clinica de la deteccién molecular de
cada uno de los parasitos incluidos en los paneles. Por tanto, su impacto en la

practica clinica aun esta por valorar (Verweij, 2014).

6. Situacién epidemioldgica de la parasitosis
intestinal en nifnios en Espafna y Sevilla

En base a lo anterior, la importancia de la diarrea persistente de etiologia
parasitaria en nuestro medio en la actualidad es poco conocida. Lo que si parece
claro es que la prevalencia de parasitos en el sindrome de diarrea persistente en
nifios debe estar intimamente relacionado con la prevalencia de parasitos en la

poblacién general.

Sin embargo, la incidencia de la parasitosis por protozoos ha ido cambiando en

nuestro medio en los ultimos 30 anos.

En Espana, en los anos 80 del siglo XX, varios estudios demostraban una
prevalencia de Giardia sp de alrededor del 7-8% en nifios asintométicos (Vassallo
et al., 1982). Aunque en poblaciones pedidtricas con condiciones deficitarias de

higiene la prevalencia se situaba en alrededor del 20% (Valle Navarro et al., 1980).
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En los anos 90, la prevalencia de protozoos experimentd una disminucién respecto
a los datos anteriores. Asi en un estudio en un grupo de poblacién pediatrica de
centros educativos en la Bahia de Cadiz, la prevalencia de Giardia lamblia se situd
en un 2,7% y la de Cryptosporidium sp en un 2.3% (Garcia et al., 1989). En otro
estudio, en nifios asintomaticos de zonas rurales de Avila, la prevalencia de Giardia

sp se situé en un 4,4% (Pedraza et al., 1994).

A partir del ano 2000 no existen estudios publicados hasta 2010 donde en un
estudio de prevalencia, que incluia una muestra de alumnos asistentes a centros
de educacién infantil y primaria, en Valencia y que incluia nifios la poblacién
general e inmigrantes comunicaba una prevalencia de Blastocystis hominis del
14,9%, Giardia lamblia del 6,1%, Entamoeba coli 1,7%, Endolimax nana del 1,5%,
Entamoeba hartmanni1%, Entamoeba histolytica 0,6%, Dientamoeba fragilis 0,2%

y lTodamoeba biitschlii 0,2% (Chover et al., 2010).

En concreto en la poblacién de la provincia de Sevilla (drea objeto de nuestro
trabajo), en un estudio publicado en 1997, que incluia una muestra de nifos entre
6 y 10 afios de la poblacién general (sin manifestaciones clinicas), las especies de
protozoos encontradas correspondian a Giardia lamblia (5,05%), Entamoeba coli
(2,45%), Endolimax nana (1,61%), Entamoeba histolytica (0,31%), Entamoeba
hartmanni (0,05%), lodamoeba biitschlii (0,05%) (Perez et al., 1997). No existen
otros estudios en la poblacién de Sevilla hasta el publicado por Coronel-Rodriguez
et al. (2017), un andlisis descriptivo, transversal y retrospectivo de los estudios de
parasitos fecales realizados a nifios y solicitados por Centros de Atencién Primaria
durante el periodo 2010-2014 al Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Virgen del Rocio, de Sevilla. Este estudio encuentra un resultado
patoldégico en un 9,3% de las muestras, siendo Giardia lamblia el parasito mas
frecuente, seguido de Blastocystis sp. En menores de un afio fueron patoldgicas el
3,7% de las muestras y solo se visualizaron dos tipos de parasitos (Cryptosporidium

sp y Giardia Iamblia). En el grupo de edad de 10-14 afios fueron positivas un 9,9%
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del total de muestras remitidas si bien se hallaron hasta 12 tipos de parasitos, el
mas frecuentemente encontrado ha fue Blastocystis sp. seguido de Giardia lamblia,

Endolimax nanay Entamoeba coll.

Es interesante remarcar, que con excepcién del estudio de Chover-Lara et al. (2010)
en Valencia, en nuestro pais en los diferentes estudios coproparasitologicos
realizados en los ultimos 50 afios no existe referencia a Dientamoeba fragilis,
excepcion hecha de Catalunia. Concretamente, un estudio realizado en 1978-79 en
pacientes que acuden al Servicio de Microbiologia del Hospital de la Santa Creu i
Sant Pau y otro estudio realizado en guarderias en 1981-82 detectan frecuencias
del 7,8% y del 12,3%, respectivamente, apareciendo [). fragilis como la segunda
especie mas prevalente después de Giardia lamblia. Asimismo, en el segundo de
estos estudios se destaca la mayor incidencia de D. fragilis frente a los demas
protozoos intestinales detectados en aquellos casos con positividad a la oxiuriasis

(Gomila et al., 2003).
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HIPOTESIS

Las mejoras en las condiciones sociosanitarias en Espafia y mas concretamente en
Sevilla, deben haber afectado a la prevalencia de la enfermedad parasitaria
intestinal en nifios, por lo que la importancia de la etiologia parasitaria en el

sindrome de diarrea persistente pediatrico debe haber disminuido.

Las heces de pacientes con procesos diarreicos por giardiasis presentan compuestos
volatiles caracteristicos que son producto de la presencia del parasito, los cuales
permiten distingur entre un paciente con diarrea por Giardia sp y un proceso

diarreico por otras causas, pudiendo ser éstos biomarcadores para esta infeccion.
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I1I. OBJETIVOS

Objetivo principal

Determinar la prevalencia de parasitismo intestinal en nifios con sindrome de
diarrea crénica/persistente en el area sanitaria adscrita al Hospital Universitario

de Valme.

Objetivos secundarios

Determinar las caracteristicas clinicas de los nifios con diarrea persistente de

etiologia parasitaria.

Determinar la prevalencia de otras etiologias en el sindrome de diarrea

crénica/persistente infantil.

Evaluar la utilidad de las técnicas moleculares en el diagnéstico de la enfermedad

parasitaria en el sindrome de diarrea cronica/persistente infantil.

Evaluar la utilidad de las técnicas cromatograficas en el diagnodstico de la

enfermedad parasitaria en el sindrome de diarrea crénica/persistente infantil.
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IV. MATERIALY
METODOS

1. Diseno, duracién y lugar de realizacién del
estudio

Estudio de prevalencia de la etiologia de la diarrea persistente en general y de la
parasitaria en particular en poblacién infantil sintomatica, mediante un estudio
descriptivo, de corte transversal en el periodo de un afio (mayo 2016-mayo 2017).
El ambito territorial se circunscribié al area sanitaria adscrita al Hospital

Universitario de Valme.

La diarrea crénica se definié como la diarrea que dura mas de 14 dias y no se asocia

exclusivamente a causa infecciosa.

Céalculo del tamano de muestra

Los calculos para obtener el tamafio de la muestra y la selecciéon de la misma se
han realizado mediante el software Raosoft sample size calculator, accesible via
web (http//www.raosoft.com/samplesize.html) para un tamafio de muestra de
3.412 ninos, con un margen de error del 3%, un nivel de confianza del 95% y una
variabilidad del 50%; en base a las férmulas: x = Z(c/100)2r(100-r) n = N x/((N-1)E2
+ x) E = Sqrt[(N - n)x/n(N-1)] Donde n es el tamafio de muestra, E el margen de
error, N es el tamafio de la poblacién, r es la variabilidad positiva, y Z (c/100) es el
valor critico para el nivel de confianza c. Este calculo se basa en la distribucién

normal.
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Software empleado

Los datos se obtuvieron del software del hospital y fueron incluidos en una base de

datos construida en Excel Office de Microsoft 2016.

Consideraciones éticas

La aprobaciéon ética para el estudio se obtuvo del Comité Etico del Hospital

Universitario de Valme.

2. Caracteristicas y motivo clinico de la
poblacion estudiada

El estudio incluyé a nifios entre 1 mes y 14 anos de edad. La poblaciéon diana fue
de 3.412 nifios, aproximadamente el 9% de la poblacién infantil del 4rea (37.110
nifios), que acudia a consulta de Atencién Primaria o Atencién Especializada por
diarrea crénica y/o dolor abdominal en dicho periodo y que remitian una muestra
de heces para estudio al Laboratorio Clinico del Hospital Universitario de Valme.
La recoleccién de las muestras se realizé de forma proporcional a la distribucién de
edad de los nifios que consultaban y se estratificé por estacionalidad: primavera,

verano, otofio e invierno.

Se incluyeron un total de 777 nifios en el estudio, la mediana de edad fue de 6 afios
con un rango de edad entre 2 meses a 14 afios (tabla 1), el porcentaje de nifios con
una edad menor o igual a 4 afios incluidos fue del 42% (328/777) (figura 1). Respecto
al sexo de los nifios incluidos: 406 (52%) eran nifios y 371 (48%) nifias (tabla 2).
Respecto a su procedencia 761 (98%) procedian de atencién primaria y 16 (2%) de
atencién especializada (tabla 3), en la tabla 4 se especifican el nimero de nifios

segun su lugar de residencia.
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Edad (aiios

0,2 3
0,3 2
0,4 1
0,5 4
0,6 6
0,7 4
0,8 1
0,9 4
1 103
2 103
3 40
4 57
5 52
6 59
7 41
8 53
9 64
10 71
11 34
12 39
13 22
14 14
Total T

Tabla 1. Distribucién de los nifios en funcién de la edad.
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8%

>4 afios = <4 afios

Figura 1. Porcentaje de nifios con edad menor o igual a 4 anos.

Numero de pacientes Porcentaje

Niflos 406 52%
Ninas 371 48%
Total 777 100%

Tabla 2. Distribucién de las muestras en funcién del sexo.

Procedencia Nimero de pacientes Porcentaje

Atencion especializada 16 2%
Atenciéon primaria 761 98%
Total 777 100%

Tabla 3. Distribucién de las muestras en funcién de la procedencia.
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Lugar de residencia Numero de pacientes Porcentaje

Alcala de Guadaira 108 13,9%
Arahal 91 11,7%
Bellavista 3 0,4%
Coripe 1 0,1%

Dos Hermanas 101 13,0%
El cuervo 1 0,1%

El Rancho 5 0,6%

El Viso del Alcor 52 6,7%
Las Cabezas de San juan 87 11,2%
Lebrija 65 8,4%

Los Montecillos 6 0,8%
Los Palacios 77 9,9%
Mairena del Alcor 36 4,6%
Montecillos 2 0,3%
Montellano 35 4,5%
Morén 83 10,7%

Oliva 6 0,8%
Paradas 18 2,3%
Total 777 100%

Tabla 4. Distribucién de las muestras en funcién del lugar de residencia.

El motivo clinico de peticién de los estudios de laboratorio se especifica en la tabla
5, siendo los principales: cuadros de diarrea persistente con dolor abdominal con el
50,2% (390/777) y diarrea persistente con el 46,7% (363/777) de los casos. Las
edades de los nifios que presentaban los cuadros mas prevalentes se detallan en la

tabla 6.
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La mediana de edad de los nifios cuyo motivo de peticién fue diarrea persistente

fue de 5 afios (rango: 0,2-14 afos), de ellos el 47% (169/363) correspondian a nifios

de <=4 afios (figura 2).

La mediana de edad de los nifios cuyo motivo de peticién fue diarrea persistente
mas dolor abdominal fue de 5 afios (rango: 0,2-14 afios), de ellos el 37% (143/390)

correspondian a nifios de <=4 afios (figura 3).

Motivo de peticién Numero de pacientes

Diarrea persistente 361 46,5%

Diarrea persistente y dolor abdominal 391 50,3%
Diarrea persistente y fiebre 1 0,1%

Diarrea persistente y hematoquecia 14 1,8%
Diarrea persistente y pérdida de peso 3 0,4%
Diarrea persistente y vomitos 4 0,5%

Diarrea persistente, dolor abdominal y vomitos 1 0,1%
Diarrea persistente, vomitos y fiebre 1 0,1%
Dolor abdominal y dolor ocular 1 0,1%

Total 777 100%

Tabla 5. Distribucién de las muestras en funcién del motivo de peticion.
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Motivo de peticién Numero de
pacientes
0,2 1

Diarrea persistente y dolor

36

Diarrea persistente

abdominal
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0,1%
0,3%
0,4%
0,3%
0,4%
0,1%
0,3%
7,3%
6,8%
2,3%
3,2%
2,6%
4,0%
1,7%
3,0%
4,4%
4,9%
1,0%
1,7%
1,2%
0,6%
0,3%
0,1%
0,1%
0,5%
0,1%
0,3%
4,9%
6,2%
2,6%
4,0%
3,9%
3,5%



7 23 3,0%

8 30 3,9%

9 29 3,7%

10 32 4,1%

11 26 3,3%

12 25 3,2%

13 12 1,5%

14 9 1,2%

1 2 0,3%

2 1 0,1%

4 1 0,1%

Diarrea persistente y 5 2 0,3%
hematoquecia 6 1 0,1%
7 5 0,6%

12 1 0,1%

13 1 0,1%

Tabla 6. Distribucién de las muestras en funcién del motivo de peticién y de la
edad.

03%

>4 afios m <4 afios
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Figura 2. Distribucién de las muestras con diagnéstico inicial de diarrea
persistente en funcién de la edad.

63%

>4 afios = <4 afios

Figura 3. Distribucién de las muestras con diagnéstico inicial de diarrea
persistente y dolor abdominal en funcion de la edad.

3. Estudio general de la etiologia de causa no
infecciosa

3.1 Analisis microscopico para la deteccién de leucocitos
fecales
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Método: observacién microscépica (x40) tras tincién con azul de metileno (Merck)

de las heces, solo se contaron los neutréfilos con nicleos segmentados inequivocos.

Interpretacién: los resultados de las pruebas se calificaron sobre la base del nimero

de neutréfilos por campo (x40) de la siguiente manera: "abundantes" >10
neutroéfilos, "moderado” indicaron de 5 a 10 neutrdfilos, "escasos" <5 neutroéfilos y

negativo” 0 neutrofilos.

3.2 Determinacion cuantitativa de calprotectina en
heces

Método: fuoro-enzimoinmunoensayo en un analizador Phadia 100 (ELA

Calprotectin Thermo Fisher Scientic).

Técnica: previamente al inmunoanalisis se realizé en primer lugar una extraccién

de la muestra de heces, siguiendo el siguiente protocolo de Inmundiagnostics:

1. Disolver 15 mg de las heces en 1,5 mL de solucién de buffer y agitar

hasta conseguir una suspensiéon homogénea.

2.  Dejar reposar durante unos 10 minutos aproximadamente para que

sedimente todo el contenido.

3. El sobrenadante resultante se diluye 1:25 en solucién de buffer (Por
ejemplo, para 40 ul de sobrenadante se anadira 960 pul de soluciéon de
buffer).

4. Anadir los calibradores, controles y las muestras diluidas a cada pocillo

correspondiente en la placa.

5.  Cubrir la placa e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.
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10.

11.

12.

13.

Desechar el contenido de cada pocillo y lavar 5 veces con 250 pul de
solucién de lavado. Después del ultimo lavado, eliminar el tampén de
lavado residual golpeando firmemente la placa sobre el papel

absoarbente.
Agregar 100 ul de conjugado en cada pocillo.
Cubrir la placa e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Desechar el contenido de cada pocillo y lavar 5 veces con 250 ul de
solucién de lavado. Después del ultimo lavado, eliminar el tampdn de
lavado residual golpeando firmemente la placa sobre el papel

absoarbente.

Agregar 100 pl de sustrato en cada pocillo y mezclar bien.

Incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente en oscuridad.
Agregar 100 pul de solucion de parada en cada pocillo y mezclar bien.

Medir la absorciéon inmediatamente con un lector de ELISA a 450 nm

contra 620 nm como referencia.

Interpretacion de los resultados:

Para el céalculo de los resultados se aplica el “algoritmo de 4 parametros” que

consiste en utilizar una ordenada lineal para la densidad éptica y una funcién

logaritmica en el eje de abscisa para la concentracién.

Nota: cuando se aplica una abscisa logaritmica, el cero del estandar debe

especificarse con un valor inferior a 1.

Los extractos de heces se conservaron durante un maximo de tres meses a -20 °C

hasta su analisis. Los resultados fueron interpretados en base a los criterios de

Diamantti et al.
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3.3 Determinacién de cuerpos reductores en heces

Método: AimTab Reducing Substances Tablets (Germain Laboratories).
Técnica: afiadir 1 volumen de muestras por cada 2 volimenes de agua desionizada.
1. Homogenizacién de la muestra con ayuda de pipeta Pasteur.

2. Usando una pipeta Pasteur, transferir 15 gotas de esta suspensién en un

nuevo tubo.

3. Anadir una pastilla de reactivo AimTab Reducing Sustances Tablets

(Germaine Laboratories).

4. Esperar 15 segundos que ocurra la reaccién exotérmica y comparar el color

producido con la carta de color del protocolo de la técnica.

NEGATIVE TRACE 1/2% 1% 3% 5% or more

Figura 4. Carta de color para determinacion de cuerpos reductores en heces.

En caso de que exista lactosa en las heces, el grupo carbonilo funcional libre de ésta
reacciona con el Cu2* del reactivo ocurriendo la reacciéon de Benedict-Fehling

(reaccién de reducciéon).

Interpretaciéon de los resultados:
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Resultado negativo: color azul.

Resultado positivo: trazas (0,25%), 1+ (0,5%), 2+ (0.75%), 3+ (1%), o 4+ (valor

superior o igual a 2%).

3.4 Estudio de grasas en heces

Método: tincion de las heces con Sudan II1

Técnica: mezclar una pequenia cantidad de heces con una cantidad igual de etanol

95% en un tubo.

1. Anadir dos gotas de Sudan III en la mezcla anterior. Mezclar bien y esperar

unos minutos.

2. Usando una pipeta, depositar una gota en un portaobjetos y observar al
microscopio las gotas de grasas (grasa neutra) y cristales aciculares (dcidos

grasos).

3. Anadir 4 gotas de acido acético glacial en el tubo que contiene la muestra.

Mezclar con la ayuda de una pipeta y depositar una gota en un portaobjetos.
4. Calentar suavemente el portaobjetos sobre una llama.
5. Observar de nuevo al microscopio 40X las gotas de color rojo.

Interpretacion de los resultados:

<100 gotas antes o después de calentar: se informa como grasa no incrementada.

>100 gotas antes o después de calentar: se informa como grasa incrementada.
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Si existen cristales aciculares de acidos grasos antes de calentar y gotas de grasa

después de calentar: se informara como acidos grasos incrementados.

3.5 Estudio de fibras musculares y almidén en heces

Método: tincién con Lugol (Panreac) de las heces.
Técnica: diluir una pequena cantidad de heces en 3 mL de suero fisiolégico.
1. Homogenizar la muestra con ayuda de pipeta Pasteur.

2.  Depositar una gota de la dilucién en un portaobjetos y afadirle una gota de

Lugol.

3. Esperar unos minutos a que se tifia la muestra y observar al microscopio con

objetivo de x40.

Interpretacién de los resultados:

Los granulos de almidén se colorean de azul oscuro.

Fibras musculares se observan como cilindros cortos atravesados de estrias.

4. Estudio de la etiologia de causa infecciosa

4.1 Estudio de bacterias

Método: coprocultivo.
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Técnica:

Preparar una emulsién de 1-2 g de heces en solucién salina fisiolégica, a partir de

la cual se inoculan los medios de cultivo.

Inocular con asa de 10 ul, placas de agar sangre, agar MacConkey, agar

Salmonella- Shigella'y agar Campy-BAP.

Incubar a 37°C durante 48 horas en estufa de aire las placas de agar sangre, agar
MacConkey, agar Salmonella-Shigella y a 42°C en campana con sobre de

microaerofilia la placa de agar Campy-BAP.

Identificar las colonias lactosa negativa del agar MacConkey o las colonias del agar
Salmonella-Shigella con centro negro mediante galeria de identificacion BBL
Enterotube II (BBL) y aglutinacién mediante M-IDENT® Campylobacter
(Microkit).

4.2 Estudio de virus

Método: el estudio de Rotavirus y Adenovirus se realizé por inmunocromatografia

ROTA-ADENOVIRUS combo cassette (Cromatest-Linear Chemicals).

Preparacién de la muestra

1. Desenroscar la cubierta y con ayuda del aplicador se toma una muestra de las
heces. Para ello se pasa el aplicador por la muestra recogiendo una pequena
cantidad de heces, si la muestra fuera liquida se tomaran 100 puL de la misma

con una pipeta, introducir la muestra en el tubo para diluciéon.

2. Cerrar el tubo que contiene la muestra y el diluyente. Agitar para facilitar la

dispersion de la muestra.
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Técnica

1. Previamente el dispositivo, las muestras de heces y los controles se deben

acondicionar a la temperatura ambiente (15-30°C).

2. Agitar el tubo de dilucién de la muestra para asegurar una buena dispersion.

Cortar la punta del tapon.

3. Sacar el dispositivo de reaccion Rota-Adeno virus de su envase para utilizarlo

inmediatamente.

4. Tomar 5 gotas o 150 uLi del liquido y depositarlas en la ventana circular

marcada con una flecha o una S en el dispositivo.
5. Leer el resultado a los 10 minutos (deben de aparecer lineas coloreadas).

Interpretacién de resultados:

NEGATIVO: Una sola linea de color VERDE aparece en la ventana central del

dispositivo de reaccién, en la zona marcada con la letra C (linea de control).

ROTAVIRUS POSITIVO: Ademas de la linea de control VERDE, también aparece
una linea ROJA (linea de resultado de Rotavirus) en la zona marcada con la letra

T (zona de resultado).

ADENOVIRUS POSITIVO: Ademas de la linea de control VERDE, también
aparece una linea AZUL (linea de resultado de Adenovirus) en la zona marcada con

la letra T (zona de resultado).

ROTAVIRUS-ADENOVIRUS POSITIVO: Todas las lineas anteriores aparecen al
mismo tiempo durante la prueba debido a una infeccién simultanea de Rotavirus y
Adenovirus. Se veria una linea VERDE en la zona de control y una linea ROJA y

una AZUL en la zona de resultados.
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INVALIDO: Cuando la linea de control (VERDE) no aparece independientemente
de que aparezca o no la/s linea/s de resultado (ROJA/AZUL).

4.3 Estudio de parasitos

Una vez recibidas las muestras, éstas se dividieron en dos partes:

Una parte sin conservar, que se destinara al estudio microscopico directo y

técnicas cromatograficas.

Otra parte conservada en formol-acetato (SAF) para técnicas de

concentracidn, tinciones y técnicas moleculares.

4.3.1 Examen microscopico

A. Examen microscépico directo sin concentracién

Procedimiento:

1.
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Depositar una gota de solucién salina (NaCl al 0,85%) en el lado izquierdo del
portaobjetos y una gota de lugol (solucién de trabajo 1:5 en agua destilada) en

el lado derecho del portaobjetos.

Tomar una pequena cantidad de muestra fecal y emulsionar completamente
las heces en solucién salina y lugol usando un aplicador. La muestra debe
extenderse lo suficiente para lograr una prepararacién fina (suficientemente

delgada como para que pueda leerse un texto a través de ella).

Colocar un cubreobjetos de 22 mm en angulo en el borde de la preparacion

emulsionada y dejar caer con suavidad.



4. Visualizar sistematicamente toda la extension mediante campos superpuestos
con el objetivo 10x.

5. Cambiar a objetivo 40X para el estudio méas detallado de cualquier estructura
protozoaria sospechosa.

B. Examen microscépico tras concentracién (formol-eter)

Procedimiento:

1. Homogenizar la muestra hasta conseguir que se resuspenda uniformemente
y se mezcle bien con el fijador.

2. Homogenizar aproximadamente 1 g de la muestra de heces en 10 mL de
solucién de formalina al 10%, en un tubo de vidrio de 15 mL.

3. Después de 5 minutos, filtrar la suspensién, a través de una gasa doble
instalada en un embudo, a otro tubo de 15 mL.

4. Agregar 3 mL de éter sulftrico, tapar el tubo y mezclar fuertemente durante
30 segundos.

5. Centrifugar a 2000 rpm durante dos minutos, retirar las capas superiores que
contienen éter y los restos de alimentos de la materia fecal.

6. Tomar una pequena cantidad del sedimento y emulsionar completamente las
heces en solucién salina y lugol usando un aplicador. La muestra debe
extenderse lo suficiente para lograr una preparacién fina (suficientemente
delgada como para que pueda leerse un texto a través de ella).

7. Colocar un cubreobjetos de 22 mm en angulo en el borde de la preparacion
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emulsionada y dejar caer con suavidad.



8. Visualizar sistematicamente toda la extension mediante campos superpuestos

con el objetivo 10x.

9. Cambiar a objetivo 40X para un estudio mas detallado de cualquier estructura

protozoaria sospechosa.

4.3.2 Tinciones especificas

A. Coloracion de Kinyoun modificada para Cryptosporidium
sp

Procedimiento:

1. TFijar el frotis (a partir del sedimento obtenido tras la concentracién formol-

éter) en metanol absoluto durante cinco minutos.
2. Cubrir la preparacion con carboxifucsina y tefiir durante 5 minutos.
3. Lavar con agua.
4. Decolorar con alcohol — acido durante un minuto.
5. Lavar con agua
6. Cubrir la preparaciéon con azul de metileno al 1% y tefnir durante 1 minuto.
7. Lavar con agua y dejar secar.
8. Montar en glicerina para microscopia.

9. Cuando el montaje esta seco, examinar primero el frotis de control antes de

proceder a las muestras del paciente.
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10. Examinar microscoépicamente mediante objetivos x40 y x100 mediante campos
superpuestos. Los ooquistes de Cryptosporidium sp se tefiiran de rosa a rojo
sobre un fondo verde-azulado.

11.

B. Tincién de Auramina-Rodamina para Cryptosporidium sp

Procedimiento:

1. Fijar el frotis (a partir del sedimento obtenido tras la concentracién formol-
éter) en metanol absoluto durante cinco minutos.

2. Cubrir la extensién con una solucién de auramina y tefiir durante 10 minutos

3. Lavar con agua.

4. Decolorar con alcohol-acido durante 4 minutos.

5. Lavar con agua.

6. Cubrir con solucién de rojo de tiazina durante 3 minutos.

7. Lavar con agua

8. Cuando el montaje esta seco, examinar primero el frotis de control antes de
proceder a las muestras del paciente.

9. Examinar con microscopio de fluorescencia con objetivo x40 mediante campos
superpuestos. Los ooquistes de Cryptosporidium sp se tefiiran de rosa a rojo
sobre un fondo verde-azulado.

10. Los ooquistes presentaran fluorescencia verde brillante sobre fondo negro y el

resto de elementos se colorearan de rojo.

C. Tincién de Field



Equipo comercial: Modified Field's Stain Kit. Hardy Diagnostics. Colorantes:
Soluciéon A: Fosfato de Sodio: 2,6 g, Fosfato de potasio: 2,6 g, Azul de metileno,
certificado: 1,6 g, Azure I (Azure B): 1,0 g. Solucién B: Eosina: 2,0 g.

Procedimiento:

1. Fijar la preparacién con 5 a 10 gotas de solucién B y agregar inmediatamente

5 a 10 gotas de solucién A.
2.  Dejar tenir durante aproximadamente 20 segundos.
3. Enjuagar suavemente con agua del grifo.

4. Una vez que la preparacion se haya lavado, inclinar suavemente el

portaobjetos para permitir que se escurra el exceso de agua.
5. Secar al aire a temperatura ambiente.

6. Examinar las preparaciones 1000X, usando el objetivo de inmersién en aceite.
Los protozoos y su citoplasma deben tefiirse de azul violaceo; el nucléolo y

flagelos deben tefiirse de azul oscuro y purpura rojizo oscuro, respectivamente.

D. Tincién de anticuerpos fluorescentes frente Giardia sp
Procedimiento:
1. Diluir la muestra 1/10 en tampén PBS, agitar bien.
Preparacion de los portaobjetos:

1. Depositar 20 microL de la muestra diluida en un portaobjeto de fluorescencia

con pocillos marcados.
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10.

Dejar secar al aire
Fijar durante 5 minutos con acetona y dejar secar al aire.

Afadir 25 microL. de RG1 (anticuerpos monoclonales) a la muestra fijada de

forma que cubra el area del pocillo.
Incubar los portaobjetos a 37°C en una camara humeda durante 30 minutos.
Lavar en PBS durante 1 minuto.

Escurrir el liquido del portaobjetos y limpiar los bordes de los pocillos con

papel absorbente.
Anadir una gota de medio de montaje y colocar un cubreobjeto encima.
Visualizar en microscopio de fluorescencia 200X y 400X

Las muestras positivas se visualizaran como formas elipticas de 8-12 microm

con fluorescencia verde brillante.

4.3.3 Métodos moleculares

El estudio molecular se realizé para la busqueda de los parasitos mas prevalentes

en el sindrome de diarrea créonica en paises desarrollados en base a la bibliografia

(Thomas PD et al, 2003): Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, Blastocystis

hominisy Dientamoeba fragilis.

Preparacion v extraccion de la muestra:

1.
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Preparacion de la muestra:



-Afnadir 50 pL de heces en SAF a 500 uL de S.T.A.R Buffer (Ref. 03335208001)

en un tubo de 2 mL.

-Vortex 1 min.

-Pulso de centrifuga de 5 segundos (no sedimentar).

-Proceder al pretratamiento con 200 puL. de muestra.

-Pretratamiento con MagNA Pure Bacteria Lysis Buffer (04659180001).
-Anadir 200 uL de sobrenadante en un tubo de 2 ml.

-Anadir 180 pL de MagNA Pure Bacteria Lysis Buffer (Roche), 20 uL de
Proteinasa K (Sigma-Aldrich), y 5 pL del control positivo de Light Mix

Modular PhHYV, el cual se utiliza como control de extraccion.

-Incubacién en termobloque (con agitacién) de 10 minutos a 65°C, seguida de

10 min a 95°C.
-Hacer un pulso de centrifuga de 5 segundos.
Extraccion:

-Colocar las muestras en el MagNA Pure Compact (Roche), previamente

programado para la extraccién de ADN de bacterias (Protocolo MP96).

-Utilizar un volumen de muestra de 400 uL. y un volumen de elucién de 5 pL.

Amplificacién molecular:
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Equipo comercial: LightMix® Modular Gastro Parasite Multiplex Testing
(Roche TIB MOLBIOL).

Componentes del LightMix® Modular Kit

Referencia: 50-0612-96, Giardia, channel 530.
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Referencia: 53-0613-96, Dientamoeba, channel 580.
Referencia: 58-0614-96, Cryptosporidium, channel 610.
Referencia: 61-0600-96, Blastocystis, channel 640.

Referencia: 66-0901-96, PhHV Extraction Control, Roche RNA Process
Control, channel 660.

Referencia: 90-0600-01, Gastro Pos Control.

Instrumentos y reactivos adicionales

Cat.-No. 07 339 585 001, LightCycler® Multiplex DNA Master.
Cat.-No. 05 015 278 001, LightCycler® 480 II Instrument.

Cat.-No. 05 200 881 001, Cobas z 480 Analyzer, UDF software 1.5.
Cat.-No. 04 729 692 001, LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 white.
Cat.-No. 06 296 971 001, Color Compensation Kit Hexaplex 40-0320-00.
Canales y compensacién de color

Abrir Tools; Seleccionar el formato de deteccién; highlight 4 Colour Hydrolysis
probes, copiar. Definir los filtros para los canales de emisién y excitacién de

530, 580, 610, 640 y 660 nm.

Establecer el formato de deteccién: Seleccionar Quant Factor (por defecto 1)

and Max Integration Time (segundos) en base a la tabla siguiente.



530 610 640 660
Quant Factor 10 10 10 5
Max Integration time 1 sec 2 sec 3 sec 3 sec
LightCycler® 480 483-533 BErEESN 523-610 | 523-640 | 615-670
LightCycler® 480 II 465-510 BEEEESLEIN 533-610 | 533-640 | 618-660
cobas z 480 465-510 BELOESEIN 540-610 | 540-645 | 610-670

Tabla 7. Canales y compensacién de color.

Renombrar como “ModularDx Hexaplex” cerrar y salvar los cambios.

*  Programacion del equipo Roche 480

Emplear la version de software 1.5 y programar las tres fases de la reaccién;

desnaturalizacién, ciclos de amplificaciéon y enfriamiento en base a la tabla

siguiente.
Program Step: Denaturation Cycling Cooling

Parameter
Analysis Mode None Quantification mode None
Cycles 1 45 1
Target [°C] 95 95 60 72 40
Hold [hh:mm:ss] 00:05:00 00:00:05 | 00:00:15 | 00:00:15 | 00:00:30
Ramp Rate [°C/s] 96 44 44 22 44 19
Ramp Rate [°C/s] 384 4.6 46 24 46 2.0
Acquisition Mode None None Single None None

Tabla 8. Condiciones analiticas de las tres fases de la reaccion.

*  Protocolo experimental

Muestras: Usar ‘High Pure PCR Template Preparation Kit’.

Controles positivos: emplear el control suministrado en cada ModularDx kit

para cada parasito.
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Controles negativos: emplear agua grado PCR como control negativo.
Preparacion del reactivo

Anadir 50 microl de agua grado PCR a cada vial de reactivo, mezclar en vortex

y dar un pulso de centrifuga.
Preparacion del control positivo

Anadir 160 microlL de agua grado PCR al vial que tiene tapadera negra,
mezclar con pipeta 10 veces (no emplear vortex ya que se pueden generar

aerosoles).
Preparacion de la mezcla de reaccién

La preparacién se realiza en base a lo especificado en la tabla siguiente.

One reaction Tetraplex Reaction Multiplex DNA Master 100 reactions
8.9 ul Water, PCR-grade (colorless cap, provided with the Roche Master kit) 890 pl
0.5 pl Reagent mix (parameter specific reagents containing primers and probes) 50 pl
0.5 ul Control Reaction or additional assay (Multiplex PCR) 50 pl
0.5 ul Second target 50 pl
0.5 ul Third target 50 pl
4.0 pl Roche Master (see Roche manual) 400 pl
14.9 pl Volume of Reaction Mix 1.490 pl

Tabla 9. Componentes necesarios para la preparacion de la mezcla reaccidn.
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Incluir siempre un control positivo y al menos un control negativo (NTC). En
un tubo refrigerado, preparar la mezcla de reaccién multiplicando los
volimenes de reaccién individuales (columna izquierda) por el nimero de
reacciones, incluidos los controles mas una reserva. El volumen de pipeteo mas

pequeno permitido es 1 pl; preparar un minimo de al menos 10 reacciones.

Lectura de resultados



Realizar el analisis de datos usando el método de

Maximum method” (Automated (F" max). El nimero de ciclo para el "Crossing

Point (CP)” de cada muestra se calcula autométicamente.

Abrir un analisis para cada canal de color, activar la compensacién de color

para cada uno y guardar.

Realizar una vista previa de los resultados: los controles positivos deben ser
positivos, los controles negativos deben ser negativos, comprobar que la
separacién de canales est4 funcionando (funcionalidad de la compensacién del

color). El control de reaccién debe ser visible en la mayoria de los pocillos (se

permite que falle para las muestras altamente positivas).

"Second Derivative

Cryptosporidium

LC 480 11

Ampinicatien Corves

Blastocystis

Extraction Control

[ ———

Giardia

Figura 5. Vista de los resultados obtenidos en funcién del canal de color

aplicado.
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La siguiente tabla, es la salida del sistema para una lectura interpretada de

los resultados.

530 580 - 640 . ::toml 5c:?1_séto Rosult
negative negative negative negative negative Detectable negative No parasites detectable
Cp < cutoff | negative negative negative negative irrelevant negative E.histolytica
negative | Cp < cutoff | negative negative negative irrelevant negative Giardia
negative negative | Cp < cutoff | negative negative irrelevant negative Dientamoeba
negative negative negative | Cp < cutoff | negative irrelevant negative Cryptosporidium
negative negative negative negative | Cp < cutoff | irrelevant negative Blastocystis
negative negative negative negative negative negative irrelevant | inhibition/failure Repeat
irrelevant irrelevant irrelevant irrelevant irrelevant irrelevant positive Contamination Repeat

Tabla 10. Interpretacién de los resultados en funcién del canal analizado.

A. Determinacion de la sensibilidad de la técnica molecular

Se estudiaron 3 muestras de heces parasitadas con Giardia lambliay consideradas
microscépicamente como concentracién parasitaria alta (aproximadamente 840
quistes/microl; muestra 1), media (aproximadamente 490 quistes/microl; muestra
2) y muy baja (aproximadamente 30 quistes/microl;; muestra 3). De cada muestra
se realiz6 una dilucién seriada por duplicado, cuantificAindose microscopicamente
cada una (nimero de quistes de Giardia lamblia por microlitro) en cAmara de
Burker. La extraccién se realizé en un equipo Magna Pure (Roche Diagnostics) y
para ello las muestras fueron diluidas 1/10 en STAR buffer y pretratadas con

MagNA Pure Bacteria Lysis Buffer.

La amplificacién molecular, se realizé por PCR en tiempo real (LightMix® Modular
Giardia Roche Diagnostics) amplificando un fragmento de 62 bp del gen 18s rRNA
de Giardia lamblia en un equipo Cobas z480.

El limite de deteccidn, se definié como la dilucién més baja que mostraba

resultado positivo en el 100% de los casos.
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B. Estudio molecular de los casos discrepantes de las técnicas
moleculares con las técnicas microscopicas

Para el analisis de los casos discrepantes de Giardia sp entre la microscopia y la

técnica molecular se llevo a cabo la amplificacion de DNA de Giardia sp de todos

los casos discrepantes, y dos casos no discrepantes que se tomaron como control

positivo de la prueba. Con la finalidad de que una vez amplificado el gen en las

muestras fuera secuenciado en un laboratorio externo.

La amplificacion del DNA se realiz6 siguiendo dos PCR:

B.1 Amplificacion del gen de la beta giardina:

Se trata de una nested-PCR. Los cebadores utilizados han sido descritos

previamente (Mahbubani et al, 1992) y fueron sintetizados por Roche Diagnostics.

Cebadores

Tamario fragmento

amplificado (pb)

G7 (5"-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3")

G759 (5"-GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3") 753

G376 (5"-CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGGAA-3") 384

Tabla 11. Cebadores empleados en la amplificacion del gen de la beta giardina.

Se emplearon las siguientes condiciones para amplificar el DNA:

Reactivos

Concentracién final

DNA

5ul
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Tampon PCR 1x
Cebadores 10 pmol
dNTPs 200 uM

Taq polimerasa

2,5 unidades

Tabla 12. Condiciones para la amplificacion del gen de la beta giardina.

El volumen final de la reaccién de ajusté con ddH20 a 50 pl.

B.2 Amplificacién de un fragmento genético de RNA ssr:

Los cebadores utilizados han sido descritos previamente (Hopkins et al., 1997) y

fueron sintetizados por Roche Diagnostics.

Cebadores Tamaio fragmento
amplificado (pb)
RH11 (5"-CATCCGGTCGATCCTGCC-3") 292

RH4 (5-AGTCGAACCCTGATTCTCCGCCCAGG-3")

Tabla 13. Cebadores empleados en la amplificaciéon del gen RNA ssr.

Se emplearon las siguientes condiciones para amplificar el DNA:

Reactivos

Concentracién final

DNA

5ul
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Tampon PCR 1x
Cebadores 10 pmol
dNTPs 200 uM

Taq polimerasa

2,5 unidades

Tabla 14. Condiciones para la amplificacién del gen RNA ssr.

El volumen final de la reaccién de ajusté con ddH20 a 50 pl.

El proceso de amplificacién para ambas PCR, se llevé a cabo de un termociclador

Applued Biosystems 2720 Thermal Cycler en las siguientes condiciones:

72°C

40 ciclos
94°C 94°C
72°C
5mi 30
30 seg

7 min

Figura 6. Proceso de amplificacién para el gen de la beta giardina y para el gen

RNA ssr.
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Para la visualizacién de los fragmentos amplificados se realizé una electroforesis

submarina en gel de agarosa en tampén TBE 0,5x.

Se mezcla 4 pl del producto de PCR con 1 ul de tampén de carga 5x y se dispensan
en los pocillos del gel sumergido en TBE 0,5x. Se reserva un pocillo para el
marcador de peso molecular (Escalera de 1500 pb). El gel se somete a electroforesis
en tampén TBE 0,5x a 200V durante 1 hora. A continuacion, se visualizaron las

bandas amplificadas con un transiluminador de luz ultravioleta.

4.3.4 Métodos cromatograficos

Para la determinacién de compuestos volatiles se utiliz6 el 4-metil-2-pentanol
como patrén interno suministrado por Merck (Darmstadt, Germany) y cloruro

sédico adquirido en Sigma Aldrich (Madrid, Espana).

A. Extraccion y analisis de compuestos volatiles

Los compuestos volatiles fueron extraidos mediante extraccién del espacio de
cabeza estatico (Static Headspace Extraction HS). Para ello, 3,5 g de heces fueron
introducidos en un vial de 20 mL al que se le adicionaron 3,5 mL de una mezcla de
agua destilada de cloruro sbdico al 20 % para forzar el paso de los compuestos
volatiles a la fase gaseosa. Seguidamente, se anadieron 10 pL de 4-metil-2-pentanol
(0,75 mgL'!) como estdndar interno. Para finalizar se cerré el vial con tapén de
rosca de alumnio con septum de silicona/PETF (VWR International Eurolab S.L.,

Barcelona, Espaiia) y fue colocado en el carril del automuestreador del equipo.

Los analisis se llevaron a cabo en un Cromatégrafo de gases Thermo Scientific
acoplado a un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo (TSQ8000-Thermo

Scientific). equipado con un muestreador e inyector automatico. La muestra en el
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vial fue incubada durante 30 minutos a una temperatura de 50°C con agitacién
continua mientras tiene lugar el calentamiento. Transcurrido este tiempo, se
tomaron 800 pL de gas del espacio de cabeza y se inyectaron en el cromatografo
gaseoso empleando una jeringa de 1 mL de capacidad de calentada (50°C) en modo
Split 10:1. La temperatura de inyeccién fue de 250°C y la y se analizé en una
columna ZB-WAXplus (30 mx 0.25 mm, 0.25 pum espesor, Zebron). El gas portador
fue Helio a un flujo constante de 1 mL/min. La temperatura del horno comenzé a
40 °C manteniéndose un minuto para después subir a 100°C a razén de 2,5°C/min

y a continuacién hasta 200°C a razén de 15°C/min.

l:
- T 4
v
| - _CF
@Q,
— 2. Extraccién de muestra 3. Inyeccionde
del espacio de cabeza la muestra

Figura 7. Proceso de extracciéon de compuestos volatiles del espacio de cabeza
estatico.

La temperatura de la linea de transferencia fue mantenida a 240°C. La adquisicién

de datos del espectro de ionizacién fue en modo SCAN (30-300 amu) y grabados a
70 eV de energia.

El procesado de los datos se realiz6 con el sofware Xcalibur™ (Thermo Fischer
Scientific). La identificacién de los compuestos fue llevada a cabo con la
comparacion de los espectros de masa obtenidos de cada molécula con los espectros
de referencia de la libreria de compuestos del software NIST 98. Ademas, se inyectd

una serie de alcanos patrén (C7-C30) para calcular los indices Kovats con los que
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se comparo los indices de retencion de los compuestos de este estudio con los
encontrados en la bibliografia para apoyar la identificaciéon. Ademas, se calculé la
abundancia relativa de cada compuesto con respecto al patrén interno 4-metil-2-

pentanol.

63



64

V. RESULTADOS
Y DISCUSION




V. RESULTADOS Y
DISCUSION

1. Estudio de la etiologia de causa infecciosa

1.1 Estudio de parasitos

1.1.1 Resultados del estudio microscopico

A. Examen microscopico directo sin concentracion de las heces

El examen microscépico sin concentracién detecté formas parasitarias en 32 (4,1%)
de las muestras, siendo Blastocystis sp con 21 (2,7%) y Giardia sp con 11 (1,4%) los

pardsitos mas prevalentes (tabla 15).

Examen en fresco Ntmero de pacientes Porcentaje

Blastocystis sp 20 2,6%
Giardia sp 10 1,3%
Blastocystis sp y Giardia sp 1 0,1%
Negativo 745 95,9%
Total 777 100,0%

Tabla 15. Distribucién de las muestras en funcién del resultado del estudio
microscépico en fresco.

B. Examen microscopico tras concentracion de las heces
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El examen microscopico previa concentracion, detecté formas parasitarias en el 46
(5,9%) de las muestras, siendo Blastocystis sp con 31 (4%) y Giardia sp con 13

(1,6%) los parasitos mas prevalentes (tabla 16).

Examen tras concentraciéon Numero de pacientes Porcentaje

Blastocystis sp 30 3,9%
Endolimax sp 2 0,3%
Giardia sp 12 1,5%
Blastocystis sp y Giardia sp 1 0,1%
Negativo 731 94,1%
Total 777 100,0%

Tabla 16. Distribucién de las muestras por resultado de estudio microscopico
por concentracion.

C. Coloracion de Kinyoun modificada para Cryptosporidium sp

El examen microscépico tras coloraciéon de Kinyoun, detecté formas parasitarias

compatibles con Cryptosporidium sp en 8 (1%) de las muestras (tabla 17).

Tincion Kinyoun Ntmero de pacientes Porcentaje

Cryptosporidium sp 8 1,0%
Negativo 769 99,0%
Total 777 100,0%

Tabla 17. Distribucién de las muestras en funcién del resultado tras la tinciéon
de Kinyoun.
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Figura 8. Tinciones de Kinyoun positivas correspondientes a los pacientes n°
12, 279, 1233, 1236.

D. Tincién de Auramina-Rodamina para Cryptosporidium sp

El examen microscopico tras tincion de inmunofluorescencia con auramina, detecto
formas parasitarias compatibles con Cryptosporidium sp en 8 (1%) de las muestras

(tabla 18).

Tincién de Auramina-Rodamina Numero de pacientes | Porcentaje

Cryptosporidium sp 8 1,0%
Negativo 769 99,0%
Total 777 100,0%
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Tabla 18. Distribucién de las muestras en funcién del resultado tras la tincién
de Auramina-Rodamina.

Figura 9. Tinciones de Auramina positivas correspondientes a los pacientes n°
147, 278, 1232, 1301.

1.1.2 Comparacion de la microscopia con y sin
concentracion para la deteccién de parasitos

Las técnicas microscépicas con concentracién proporcionaron mejor rendimiento

que las pruebas sin concentracion en la deteccion de parasitos, 46 vs 32 casos.
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La comparaciéon de ambas técnicas, se realizé con el mdédulo de comparaciéon de
técnicas diagnoésticas del programa Epidat 3.1, tomando como referencia el examen
microscépico con concentracién y demostrando lo siguiente: se constaté que las
técnicas microscopicas con concentraciéon para la detecciéon de parasitos en nifios

con diarrea persistente presentaban una sensibilidad del 69,57% y una

especificidad del 100%.

Nivel de confianza:

95,0%

Prueba de referencia

Prueba diagnéstica Enfermos Sanos Total
Positivo 32 0 32
Negativo 14 731 745
Total 46 731 7717
Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 69,57 55,18 83,95
Especificidad (%) 100,00 99,93 100,00
fndice de wvalidez (%) 98,20 97,20 99,20
Valor predictivo + (%) 100,00 98,44 100,00
Valor predictivo - (%) 98,12 97,08 99,16
Prevalencia (%) 5,92 4,20 7,64
Indice de Youden 0,70 0,56 0,83
Razén de verosimilitud + - - -
Razbén de verosimilitud - 0,30 0,20 0,47

1.1.3 Resultado del estudio molecular

El estudio molecular, detecté parasitos en 43 (5,5%) de las muestras, siendo
Blastocystis sp con 25 (3,2%), Giardia sp con 8 (1%) y Cryptosporidium sp con 8
(1%) los mas prevalentes (tabla 19).
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Estudio molecular Numero de pacientes

Blastocystis sp 25 3,2%

Cryptosporidium sp 8 1,0%

Dientamoeba sp 2 0,3%

Giardia sp 8 1,0%
Negativo 734 94,5%
Total 777 100,0%

Tabla 19. Resultados positivos del estudio de parasitos por técnicas
moleculares.

Los ciclos de amplificacién oscilaron entre 24-35 para Blastocystis sp, 27-38 para
Cryptosporidium sp y 28-37 para Giardia sp, en la tabla 20 se puede observar los

ciclos de amplificacién en cada muestra.

Estudio molecular Ciclo de amplificacion

189 32
359 29

381 27

599 27

606 29

632 32

690 27

704 34

973 35

976 33

1120 34

. 1160 26
Blastocystis sp 1185 33
1191 34

1225 32

1244 28
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1251 32

1275 24

1279 29

1290 217

1302 29

1337 27

1338 31

12 33

147 27

278 38

Cryptosporidium sp 279 27
1232 32

1233 29

1301 29

1336 29

Dientamoeba sp 44 33
96 34

82 35

539 32

951 28

Giardia sp 1016 35
1107 37

1258 35

1310 33

1338 35

Tabla 20. Relacion entre las muestras positivas en el estudio molecular y el
ciclo de amplificacién.

1.1.4 Analisis en conjunto de los distintos métodos para el
estudio de la etiologia parasitaria
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En la tabla 21, se muestra una comparativa del rendimiento de los distintos
métodos empleados en la deteccién de los parasitos. Se observa que la técnica de
concentracién fue la que mejor rendimiento mostr6 a la hora de detectar los
pardsitos (46/777) aun teniendo en cuenta su incapacidad de detectar
Cryptosporidium sp, la técnica molecular detecté 43/777 parasitos teniendo peor
rendimiento respecto a la técnica de concentracién en Blastocystis sp y Giardia sp

con 31 vs 25 y 8 vs 13 respectivamente.

Método de Ex. en Ex. por Tincién de Tincién Estudio
deteccién fresco | concentracién | Kinyoun | Auramina | molecular
31 - - 25

Blastocystis sp
Cryptosporidium sp - - 8 8
Dientamoeba sp 0 0 o o
Giardia sp 11 13 - - 8
Endolimax sp 0 2 o o

Tabla 21. Comparativa del rendimiento de los distintos métodos empleados en
el estudio de parasitos.

En la tabla 22, se muestra el detalle de positividad de las distintas técnicas

empleadas en relacién a los nifios estudiados.
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Blastocystis sp

73

72
73
189
359
381
599
606
632
661
690
704
973
976
996
1115
1120
1160
1185
1191
1225
1244
1251
1275
1279
1290
1302
1323
1325
1337
1338
12

fresco
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo

Negativo

Ex. por
concentracion

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Positivo

molecular
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo



147
278
279
1232

Cryptosporidium

1233
1301
1336

Sp

Dientamoeba sp 44

96
Endolimax sp 2

82
149
358
539
787

Giardia sp 951
1000
1016
1107
1119
1258
1310
1338

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo

Positivo

Tabla 22. Resultado del estudio de parasitos en funcién de las técnicas
empleadas
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En general, las técnicas microscépicas proporcionaron mejor rendimiento que las

pruebas moleculares en la deteccién de parasitos, 54 vs 43 casos.

La comparaciéon de ambas técnicas, se realizé con el médulo de comparacién de
técnicas diagnoésticas del programa Epidat 3.1, tomando como referencia el examen

microscépico junto a la técnica de auramina, demostro lo siguiente:

A. Comparacién en general de ambas técnicas

A la vista de los resultados, se constaté que las técnicas moleculares para la
deteccion de parasitos en nifios con diarrea persistente presentaban una

sensibilidad del 79,6% y una especificidad del 100%.
Nivel de confianza: 95,0%

Prueba de referencia

Prueba diagnébstica Enfermos Sanos Total
Positivo 43 0 43
Negativo 11 723 734
Total 54 723 777
Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 79,63 67,96 91, 30
Especificidad (%) 100,00 99,93 100,00
indice de validez (%) 98,58 97,69 99,48
Valor predictivo + (%) 100,00 98, 84 100,00
Valor predictivo - (%) 98, 50 97,55 99,45
Prevalencia (%) 6,95 5,10 8,80
fndice de Youden 0,80 0,69 0,90
Razén de verosimilitud + - - -
Razbén de verosimilitud - 0,20 0,12 0,35

B. Comparacién de la capacidad de detectar Giardia sp
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En el caso de Giardia sp, se constatd que las técnicas moleculares para la deteccion
de parasitos en nifios con diarrea persistente presentaban una sensibilidad del

61,5% y una especificidad del 100%.

Nivel de confianza: 95,0%

Prueba de referencia

Prueba diagnéstica Enfermos Sanos Total
Positivo 8 0 8
Negativo 5 764 769
Total 13 764 777
Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 61,54 31,25 91,83
Especificidad (%) 100,00 99,93 100,00
Indice de validez (%) 99, 36 98,73 99,98
Valor predictivo + (%) 100,00 93,75 100,00
Valor predictivo - (%) 99, 35 98,72 99,98
Prevalencia (%) 1,67 0,71 2,64
indice de Youden 0,62 0,35 0,88
Razdbébn de verosimilitud + - - -
Razdén de verosimilitud - 0,38 0,19 0,76

C. Comparacién de la capacidad de detectar Blastocystis sp

En el caso de Bastocystis sp, se constatd que las técnicas moleculares para la
deteccién de parasitos en nifios con diarrea persistente presentaban una

sensibilidad del 80,6% y una especificidad del 100%.
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Nivel de confianza: 95,0%

Prueba de referencia

Prueba diagndstica Enfermos Sanos Total

Positivo 25 0 25

Negativo 6 746 752

Total 31 746 777

Valor IC (95%)

Sensibilidad (%) 80,65 65,12 96,17
Especificidad (%) 100,00 99,93 100,00
Indice de validez (%) 99,23 98,55 99,91
Valor predictivo + (%) 100,00 98,00 100,00
Valor predictivo - (%) 99,20 98,50 99,90
Prevalencia (%) 3,99 2,55 5,43

D. Comparacion de la capacidad de detectar Cryptosporidium sp

En el caso de Cryptosporidium sp, la concordancia entre ambas pruebas fue del

100%.

1.1.6 Estudios complementarios de los resultados
discrepantes entre las distintas técnicas de deteccién de
parasitos

El analisis del rendimiento en la deteccién de parasitos entre la técnica de
concentraciéon y la plataforma molecular LightMix® Modular Gastro Parasite
Multiplex Testing mostré 6 casos discrepantes en la capacidad de deteccién de
Blastocystis sp y 5 de Giardia sp. Estas diferencias fueron estudiadas mediante

métodos alternativos.

A. Evaluacién de la sensibilidad en la deteccion de parasitos de la
técnica molecular
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En base a nuestra evaluacion, la PCR LightMix® Modular Giardia presenté una
sensibilidad de 10 quistes por puL. Por tanto, muestras con una concentracién muy
baja de Giardia lamblia (entre 10-1 quistes/ microl) circunstancia que ocurre en
los casos de diarrea crénica, podrian ser negativas en el estudio molecular de las
muestras fecales de estos pacientes. Aunque la técnica tiene un limite de deteccion
de 3 copias de ADN parasitario, el pequefio volumen de muestra empleado en la
extraccién y la dificultad para la rotura de los quistes en el pretratamiento, puede

limitar la utilidad como alternativa a la microscopia convencional (tabla 23 y 24).

Concentracién Concentracién tras dilucién (quistes/uL)
Muestra inicial 12 14 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128 1/256

(quistes/pL)

n°l 843 428 227 109 52 23 11 5 3

848 431 236 113 55 26 12 5 1
n°2 490 241 123 61 30 13 5 2

493 244 125 63 32 12 6 4 1
n°3 31 13 8 5

33 14 7 4 1

Tabla 22. Concentracién de las muestras estudiadas en la dilucién seriada.

Muestra n°1 31,63 33,83 34,32 35,30 35,67 36,55 37,21 -
31,61 33,85 34,34 35,32 35,71 36,68 37,23 - -
Muestra n°2 32,60 34,10 34,98 35,23 36,13 37,17 - - -
32,61 34,07 35,07 35,25 36,23 37,21 - - -
Muestra n°3 36,14 37,19 = = = = = = =
36,25 37,06 - - - - - - -

Tabla 24. Ciclo de amplificacion de las muestras estudiadas en cada dilucién
realizada.
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Andlisis de los casos discrepantes de Blastocystis sp

Las muestras discrepantes en la deteccién de Blastocystis sp (pacientes: 65, 72, 73,
661, 996 y 1117) fueron reevaluadas por microscopia éptica y por tincién de Field,
demostrandose de forma inequivoca que correspondian a formas parasitarias

compatibles con Blastocystis sp.
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Figura 10. Imagenes microscépicas de los casos discrepantes correspondientes a
Blastocystis sp.
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Analisis de los casos discrepantes de Giardia sp

Las muestras discrepantes en la deteccién de Giardia sp (pacientes: 149, 358, 787,
1000 y 1119) fueron reevaluadas por microscopia Optica, microscopia de

fluorescencia y por amplificacion molecular mediante PCR in housey por técnicas

cromatograficas.

Figura 11. Imagenes microscépicas de los casos discrepantes correspondientes a
Giardia sp.
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Figura 12. Imagenes por inmunofluorescencia de los casos discrepantes
correspondientes a Giardia sp.

Las técnicas microscopicas mostraron de forma inequivoca que correspondian a
formas parasitarias compatibles con Giardia sp. La técnica molecular, no amplifico

ADN parasitario (Figura 8).
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Figura 13. Electroforesis de los fragmentos amplificados en la PCR in house
para estudio de los casos discrepantes de Grardia sp.

1.1.7 Caracteristicas clinicas particulares de las
parasitosis detectadas

La relacién entre el motivo de peticién y la presencia de parasitos en las muestras,
se detalla en la tabla 26. Se observa que la diarrea persistente asociada a dolor
abdominal, era el diagnéstico clinico mas prevalente que se asociaba a la presencia

de parasitos (32/55 casos de infeccién parasitaria).
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Diarrea Diarrea Diarrea Dolor
persistente | persistentey | persistente | abdominal

Motivo de peticién Dla.trrea y dolor hematoquecia | y vomitos y dolor
persistente .
abdominal ocular
Blastocystis sp
Cryptosporidium 0 6 2 0 0
Sp

Dientamoeba sp 2 0 0 0 0
Endolimax sp 0 1 1 0 0
Gliardia sp 3 5 3 0 1
Giardia sp y 0 1 0 0 0

Blastocystis sp

Tabla 25. Relacién entre el motivo de peticidn y la presencia de parasitos en las
muestras.

Las caracteristicas clinicas de las parasitosis y los principales datos de laboratorio,

se detallan en la tabla 26.
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Tabla 26. Caracteristicas clinicas de los casos de parasitosis estudiados.

Los datos clinicos mas importantes por tipo de parasito fueron los siguientes:

A. Blastocystis sp

La mediana de edad de los nifios Blastocystis sp fue de 7 afios (rango: 1-14 afios).

El motivo principal de solicitud de los estudios fue el de diarrea prolongada con
dolor abdominal (66,6 casos), seguida de diarrea persistente (23,3%), siendo las
restantes diarrea persistente con hematoquecia (2 casos) y diarrea persistente
asociada a vomitos (1 caso). Tras la revisién de la Historia de Salud, en 5/30 casos
se constatd déficit de IgA, enfermedad celiaca en 2/31, enfermedad inflamatoria
intestinal en 1/31. En dos casos, la presencia de Blastocystis sp estuvo asociada a

infeccion bacteriana por Campylobacter sp y Salmonella sp.

En seis de los casos se constaté valores de calprotectina elevados (>50 nug/g) y
estaban asociados a los episodios de diarrea bacteriana, enfermedad inflamatoria

intestinal o hematoquecia.

En cinco casos se detectd la presencia de azucares reductores o grasas en las heces,

pero asociados a enfermedad inflamatoria intestinal, celiaquia o déficit de IgA.

En uno de los casos, se constaté dolor ocular, en este caso los niveles de

calprotectina eran superiores a 50 pg/g.
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Motivo Calpro- Malabsorcién/ | Coprocultivo Datos clinicos
peticion tectina Maladl gestion
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Diarrea persistente

Diarrea persistente y dolor abdominal

<10
<10
<10
<10
34
114

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10

<10
<10

<10

<10

<10

<10

17

Si

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Salmonella
Sp
Negativo

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Deposiciones semiliquidas de tres
semanas de evolucién. Molestias
abdominales.

Diarrea de 1 mes de evolucién
Diarrea prolongada no filiada
Ligero déficit de IgA
Ligero déficit de IgA
Diarrea prolongada

Diarrea de 20 dias de evolucién de
consistencia liquida.
Diarrea y dolor abdominal de meses de
evolucidén.
Diarrea y dolor abdominal
intermitente desde hace tres semanas,
IgE discretamente elevada.

Diarrea y dolor abdominal tipo crénico,
IgG discretamente disminuida.
Dolor abdominal con episédicos de
diarrea de meses de evolucién.
Dolor abdominal con episodios de
diarrea persistente
Dolor abdominal con episodios de
diarrea de larga evolucion
Dolor abdominal de 1 mes de evolucién
con episodios de diarrea

Dolor abdominal y diarrea prolongada

Diarrea prolongada en paciente con
talasemia, serologia de Helicobacter
positiva.

Refiere desde hace semanas diarrea
con dolor abdominal frecuente con
cefaleas que mejoran tras deposicién

Dolor abdominal crénico asociado a
diarrea intermitente de meses de
evolucién. Ac antitrasglutaminasa y
anti endomisio +++ (enfermedad
celiaca)

Dolor abdominal de 2 meses de
evolucién con déficit de IgA y celiaquia.
Dolor abdominal y diarrea prolongada.
Discreto déficit de IgA y elevacion de
IgE
Estudio por diarrea y dolor abdominal
crénico
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Si

No

Negativo

Negativo

Campylobac
ter sp
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Dolor abdominal de semanas de
evolucién con episodios de diarrea.
Déficit IgA e IgG
Dolor abdominal de 1 mes de evolucién
con diarrea. Present6 dolor ocular dos
semanas antes del estudio.

Diarrea de semanas de evolucién
asociado a dolor abdominal
Dolor abdominal con diarrea.
Enfermedad inflamatoria intestinal
Diarrea de meses de evolucién con
hilos de sangre en ocasiones
Diarrea de evolucién con hilos de
sangre en algunas ocasiones

Cuadro de vomitos y diarrea
prolongada

Tabla 27. Datos clinicos de los casos positivos a Blastocystis sp detectados.

B. Cryptosporidium sp

La edad de los nifios oscilé entre 1 y 13 afios, con una mediana de 7 afios. El motivo

principal de solicitud de los estudios fue el de diarrea prolongada con dolor

abdominal en el 75% de los casos, seguida de diarrea persistente asociada a

hematoquecia en el 25% restante.

Todos los pacientes (100%), presentaban malabsorcién de aztcares o grasas. En

tres nifios se objetivaron valores de calprotectina elevados (valores entre 65-219

ug/g), dos estaban asociados a episodios de hematoquecia y el otro a diarrea

persistente con dolor abdominal, pero no se pudieron obtener datos clinicos

adicionales.
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Tras la revisiéon de la Historia de Salud, no se constataron datos adicionales,

aunque tres de los nifios presentaban dolores de cabeza y uno dolor ocular.

Motivo Calpro- | Malabsorcién/ | Coprocultivo Datos clinicos
peticién tectina Malad1 estlon
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Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Negativo

Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Desde hace 3 meses, episodios de
diarreas de caracteristica liquida sin
productos patolégicos acomparfiados de
dolor abdominal tipo cdlico.

Diarrea de dos meses de evolucién con
dolor abdominal

Dolor abdominal con episodios de
diarrea intermitente, dolor de cabeza.

Dolor abdominal de meses de evolucién
con episodios de diarrea

Dolor ocular dos meses antes del estudio
abdominal, dolor de cabeza, dolor de
cabeza.

Deposiciones diarreicas recurrentes.
Dolor tipo célico

Refiere hace un mes estrefiimiento
alternando con deposiciones diarreicas
posteriores. A veces hilos de sangre.
Deposiciones diarreicas de 3 semanas de
evolucién con algunos hilos de sangre.
Dolor abdominal tipo célico.

Tabla 28. Datos clinicos de los casos positivos a Cryptosporidium sp detectados.

C. Giardiasp

La edad de los nifios oscil6 entre 2 y 11 afios, con una mediana de 4 afos.

El motivo clinico principal asociado a la solicitud de estudio de parasitos en los

episodios de giardiasis, se basé en una sintomatologia de diarrea persistente

asociada a dolor abdominal en un 46,2% de los casos, seguido de diarrea persistente

sin dolor abdominal (23,1% de los casos) y la asociada a hematoquecia (23,1% de

los casos).
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Otros hallazgos en las heces, asociados a la presencia de Giardia sp:

-En el 85% de los casos de parasitosis por Giardia sp de nuestro estudio se detectd

la presencia de azicares reductores o grasas en las heces.

-En 5 (38,5%) de los nifios se constaté que las heces tenian caracteristicas
inflamatorias, con niveles de calprotectina que oscilaron entre 46 y 233 mcg/g, en
dos casos asociados a infeccién concomitante por Salmonella sp, en uno asociado a
exacerbacién de una enfermedad inflamatoria intestinal, en los dos restantes no
habia datos clinicos complementarios en la historia pero en uno de ellos estaba
asociado a hematoquecia (un signo de alarma de enfermedad inflamatoria
intestinal) y el otro a episodios de diarrea persistente con dolor abdominal y déficit

de IgA., en total, tres nifios (23%) presentaban déficit de IgA.

-En 6 casos (46,1%), se constaté manifestaciones extraintestinales de la infeccién,
en forma de trastornos oculares, se constat6 que en dos de los casos los nifios fueron
derivados al oftalmélogo siendo el resto de los episodios manejados por su pediatra.
En la mayoria de los casos se objetivo dolor ocular y los pacientes fueron

diagnosticados de conjuntivitis.

En conjunto, en 10/13 (76,9%) de los casos la presencia de Giardia sp estuvo

asociada a alteraciones inmunolégicas o inflamatorias.

En la tabla 30 se pueden observar con detalle las caracteristicas de laboratorio y

clinicas asociadas a la presencia de Giardia sp.

94



Motivo Calpro- Malabsorcién/ | Coprocultivo Datos clinicos
peticién tectina Malad1 gestion

Diarrea persistente y

Diarrea
persistente

Diarrea
persistente

95

Diarrea persistente

Diarrea persistente y dolor abdominal

hematoquecia

, dolor
abdominal

y dolor
abdominal

y dolor

<10

233

<10

<10
<10

46

51

104

105

150

23

<10

Si

Si

Si
Si

Si

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Salmonella
sp

Negativo

Salmonella
Sp
Negativo

Negativo

Negativo

Diarrea recurrente, serologia de
Helicobacter positiva.

Diarrea de un mes de evolucion, Ig dentro
de los niveles normales. Alfal-
antitripsina: 203,3 mg/dl (90-200)
Pérdida de peso y diarrea persistente.
Déficit IgA (IgA: 23,6 (90-400) IgG: 312,7
(840-1860)). Dolor y prurito ocular,
diagnosticado de conjuntivitis.

Deposiciones pastosas desde hace varias
semanas, no se relaciona con comidas,
algunos vomitos. Diagnosticado de
conjuntivitis de dos semanas de
evolucién, semanas de antes del estudio
abdominal.

Diarrea crénica y dolor abdominal.

Diarrea prolongada asociada a dolor
abdominal

Diarrea y dolor abdominal y eosinofilia,
imnunoglobulinas en suero con discreto
descenso de IgG y IgA y eosinofilia.
Semanas antes refiere dolor ocular y
prurito.

Diarrea y dolor abdominal de 3 semanas
de evolucién. Se retira lactosa de la dieta,
test de aire espirado negativo.

Diarrea y sangre en heces en las ultimas
deposiciones. Refiere llevar meses con
misma clinica y ha empeorado en los
altimos dias, dolor ocular de repeticion.
Diagnosticado de colitis ulcerosa en
tratamiento con infliximab.
Emisién de sangre roja tras deposiciones
desde hace unos dos meses. Fisura anal.
Dolor con la deposicién
Diarrea prolongada con hilos de sangre,
Discreto descenso IgA: 52,50 (85-390).
Dolor y sequedad ocular.
Diarrea persistente, refiere dolor en boca
y ojos. Cierta sialorrea. Un mes antes
estudio abdominal.



Tabla 29. Datos clinicos de los casos positivos a Giardia sp detectados.

D. Dientamoeba sp, Endolimax sp

Dientamoeba sp: respecto a las caracteristicas clinicas de los dos casos, se constato
que en ambos el motivo clinico de estudio fue un sindrome de diarrea persistente,
En uno de los casos la presencia de Dientamoeba sp estaba asociada a valores de

calprotectina elevados y coprocultivo negativo.

Endolimax sp: respecto a la sintomatologia clinica que motivo el estudio de
parasitos, uno de los nifios presentaba diarrea persistente y dolor abdominal, y otro
diarrea persistente asociada a hematoquecia, ambos con niveles de calprotectina

elevados y coprocultivo negativo.

1.2 Estudio de bacterias y virus

1.2.1 Resultados del estudio de bacterias

De las 777 muestras estudiadas, en 31 (4%) de las muestras se aislaron bacterias
de interés clinico, siendo Campylobacter sp la bacteria mas prevalente con 19 casos
(2,4%) seguida de Salmonella sp con 11 (1,5%) de los casos, en 3 casos la infeccién

fue por més de un microorganismo (tabla 12).
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Resultado del coprocultivo Numero de pacientes

Aeromonas sp 1 0,1%
Campylobacter sp 18 2,3%
Campylobacter sp y Aeromonas sp 1 0,1%
Salmonella sp 9 1,2%
Salmonella sp y Aeromonas sp 2 0,3%
Negativo 746 96,0%
Total 777 100%

Tabla 30. Distribucién de las muestras en funcién del resultado del
coprocultivo.

La correspondencia entre el motivo clinico de peticién y los aislamientos mostro
que el 48% de los casos correspondian a diarrea persistente con dolor abdominal y

el 32% a diarrea persistente (tabla 13).

En cuatro pacientes, se detectaron parasitos asociados a la diarrea bacteriana:
Giardia sp (2 casos) y Blastocystis sp asociados a diarrea por Salmonella sp y un

caso de Blastocystis sp asociado a diarrea por Campylobacter sp.

Resultado del coprocultivo Motivo de la peticién Numero de
pacientes

Aeromonas sp Diarrea persistente y fiebre 1
Diarrea persistente 6

Campylobacter sp Diarrea persistente y dolor 11
abdominal

Diarrea persistente y vomitos
Aeromonas sp y Campylobacter sp Diarrea persistente
Diarrea persistente

Salmonella sp Diarrea persistente y dolor
abdominal

Ot DN = =
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Diarrea persistente y 2

hematoquecia
Aeromonas sp y Salmonella sp Diarrea persistente 1
Diarrea persistente y 1
hematoquecia
Total 777

Tabla 31. Distribucién de las muestras en funcién del resultado del coprocultivo
y motivo de peticién.

1.2.2 Resultados del estudio de virus

La etiologia virica fue poco prevalente, detectandose en 2 (0,3%) de los casos y
correspondiendo ambos a infeccién por Adenovirus (tabla 14). No se detectaron

casos de etiologia por Rotavirus.

_ Motivo de peticion Numero de pacientes

Adenovirus Diarrea persistente 1
Diarrea persistente y dolor abdominal 1
Negativo 775
Total 777

Tabla 32. Distribucién de las muestras en funcién del estudio de virus en heces.

1.3 Analisis de los resultados obtenidos de etiologia de
causa infecciosa

Las infecciones causadas por bacterias, virus o parasitos a veces causan diarrea

persistente. Después de una infeccién aguda, algunos nifios tienen problemas para
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digerir carbohidratos, caso de la lactosa o proteinas, como leche o proteinas de soja.
Estos problemas pueden causar diarrea persistente, a menudo durante mas de 6
semanas, después de la infeccion. Ademads, algunas bacterias e infecciones
parasitarias que causan diarrea no se controlan rapidamente sin tratamiento
(Fleisher, 2017). En este estudio, la etiologia infecciosa se puso de manifiesto en el
11,4% de los casos de diarrea persistente (7,1% de origen parasitario) coincidiendo
con lo publicado en otros estudios realizados en paises desarrollados (Ochoa et al.,

2004; Bhutta et al., 2008).

1.3.1 Analisis de los resultados de bacterias y virus

En los 777 nifios estudiados, Campylobacter sp era la etiologia bacteriana mas
prevalente asociada a un 2,6% de los casos. Estos resultados inciden sobre la
importancia de no considerar exclusivamente a Campylobacter sp como un
microorganismo causante de casos de diarrea aguda ya que actualmente es una
causa conocida de diarrea persistente en nifios (Pawlowski et al., 2009). Aunque,
la infeccién por Campylobacter jejuni esta reconocida como la primera causa de
diarrea aguda en el mundo (Altekruse et al., 1999), cada vez mas estudios sugieren
que las consecuencias de la enfermedad no se limitan a la enfermedad aguda
(Riddle et al., 2012) y que las infecciones por Campylobacter jejuni podrian mostrar
recurrencia en ninos (Smalley et al., 1982) y en adultos con deficiencias de
inmunoglobulinas (Janssen et al., 2008; Kellermayer et al., 2017). Aunque,
estudios mas antiguos sugieren considerar la enterocolitis por Campylobacter
jejuni en el diagnéstico diferencial en lactantes con diarrea crénica, especialmente
si hay sangre en las heces (Heyman et al.,, 1982), nuestro estudio no puso de
manifiesto esta circunstancia en el diagndstico inicial, lo que por otro lado aparece
en las publicaciones como asociado a los casos agudos de la enfermedad (Riddle et

al., 2012).
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La segunda causa bacteriana de diarrea persistente en nuestro estudio fue
Salmonella sp con un 1,7% de los casos. Este resultado, concuerda con otros
estudios que demuestran que Salmonella sp es una causa conocida de diarrea
persistente en nifios (Pawlowski et al., 2009) y aunque la infeccién generalmente
es autolimitada (de tres a siete dias); la persistencia de la sintomatologia en nifios
estd descrita (Crum-Cianflone et al., 2008) y al menos el 2% de las infecciones
agudas evolucionaran a una infeccién persistente con la misma cepa durante meses
o incluso afios, que a menudo se manifiesta como una recaida sintoméatica (Marzel
et al., 2016). Aunque no bien caracterizadas, estas infecciones persistentes parecen
asoclarse al tratamiento previo con antibidticos y las edades tempranas de la vida
(Buchwald et al., 1984; Sirinavin et al., 1999). En los nifios, la clinica m4s
frecuente, es la asociacién de dolor abdominal, en nuestro estudio mas de la mitad
de los casos estaban asociados a dolor abdominal. Aunque, ocasionalmente la
presentacién clinica de la diarrea persistente por Salmonella sp puede imitar a la
enfermedad inflamatoria intestinal, pero es poco comin (Dagash et al., 1997) y no

ha sido puesto en evidencia en nuestro estudio.

Aeromonas sp con 4 de los casos (0,4%) estuvo asociado a episodios de diarrea
persistente en nuestro estudio. Aunque la asociacién con enteritis es aun
controvertida, Aeromonas spp ha sido asociada a distintos sindromes clinicos entre
ellos la diarrea aguda y crénica asociada a dolor abdominal y vémitos (Agger et al.,
1985; San Joaquin et al., 1988) y de que los episodios de diarrea crénica en nifios
inmunocompetentes que pueden mantenerse durante mas de un afio (Holmber et
al., 1984) sobre todo en nifios pequeiios (menores de 3 afios) (Cohen, 1991). En
nuestro estudio los cuatro nifios tenian un afio de edad. Ademaés, en 3 de los casos
el aislamiento de Aeromonas estaba asociado a Campylobacter sp o Salmonella sp,
este aspecto ha sido comunicado en nifios con diarrea persistente en paises en

desarrollo (Pazzaglia et al., 1991).
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En este estudio, los casos de diarrea crénica asociada a virus fueron escasos, 0,3%
y Unicamente causados por Adenovirus. Este aspecto, no es llamativo, ya que la
enteritis por Adenovirus tiende a prolongarse més tiempo (hasta 2 semanas) que
la enfermedad causada por otros virus entéricos. Los adenovirus entéricos
presentan incidencias variables de infeccién. En los paises industrializados, la
incidencia varia de 1% a 8% (Kotloff et al., 1989). Pero no existen estudios que
valoren su prevalencia en casos de diarrea persistente. Los dos casos detectados,
estuvieron asociados a diarrea persistente y uno de ellos a dolor abdominal, este
aspecto podria relacionarse con la relacién de Adenovirus con adenitis mesentérica,
pero no existen estudios que analicen la clinica de los casos persistentes de diarrea,
aunque en los casos agudos se asocian a episodios de nauseas seguido del desarrollo

de diarrea acuosa.

1.3.2. Asociacion entre diarrea bacteriana y parasitos

En cuatro de los episodios de diarrea bacteriana, se detectaron también parasitos,
en dos casos de diarrea persistente por Salmonella sp se detectaron quistes de
Giardia sp y en un caso de diarrea por Campylobacter sp y otro por Salmonella sp
se detectaron formas compatibles con Blastocystis sp. Es decir, en el 13% de los
casos de diarrea bacteriana se asociaban a parasitosis. Este aspecto, esta poco
resefiado en la literatura, aunque se ha comunicado la coexistencia de infeccién
bacteriana con Cryptosporidium sp (Moore et al., 2002) aunque en nuestro estudio
no se ha puesto en evidencia. Ademas, estudios epidemiolégicos demuestran que la
asociacién de Giardia sp con otras infecciones entéricas no afecta a la clinica
producida por otros patégenos entéricos (Bilenko et al., 2004). La asociacién de
infeccion bacteriana y Blastocystis sp no ha sido comunicada en nuestro estudio.

Uno de los casos asociado a Campylobacter sp presentaba una clinica de diarrea de
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varias semanas de evolucién asociada a dolor abdominal y el otro asociado a

Salmonella sp presentaba una diarrea acuosa de 20 dias de evolucidn.

1.3.3 Importancia de los parasitos en la diarrea cronica

Nuestro estudio detectd en el 7,1% de las muestras de nifios con diarrea persistente
de nuestra area sanitaria la presencia de parasitos. Cuando se estratificaron estos
resultados en funcién del tipo de parasitos, se observé que el 2,6% correspondian a
parasitos considerados clasicamente patégenos (Giardia spy Cryptosporidium sp)
y el 4,6% restante a parasitos considerados de dudoso valor patégeno (Blastocystis

sp, Dientamoeba sp y Endolimax sp).

En Espafia, no existen estudios especificos que evalien la importancia de la
infeccién parasitaria en nifios con diarrea persistente. De forma que los estudios
disponibles evaltian la prevalencia en nifios sintomaticos y asintomaticos. En las
dos ultimas décadas, sélo hay tres estudios disponibles. El primero, realizado en
Catalufia con datos de 1999 a 2005 (Gonzalez-Moreno et al., 2011), encuentra una
prevalencia de parasitos en nifios hospitalizados y procedentes de atenciéon
primaria del 10,7%, en muestras de pacientes con trastornos digestivos
(flatulencia, diarrea, calambres abdominales, malabsorcién, hematoquezia,
intestino irritable o sintomas extraintestinales), siendo las especies mas
prevalentes Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum 'y Blastocystis hominis. El
segundo, realizado en Valencia entre 2009 y 2010 (Chover et al., 2010), en nifios
asintomaticos de educacién infantil y primaria, y que incluia nifios la poblacién
general e inmigrante comunicaba una prevalencia general de infeccion del 27,4%,
que alcanza el 40,52% en inmigrantes, siendo las mas frecuentes: Blastocystis
hominis (14,9%) y Giardia lamblia (6,1%), no detectdndose Cryptosporidium
parvum. El otro estudio realizado en Sevilla (Coronel et al., 2017), incluia los

parasitos detectados en heces enviadas por Centros de Atencién Primaria durante
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el periodo 2010-2014 al Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Virgen
del Rocio, de Sevilla. Este estudio encuentra una prevalencia general de parasitos
del 9,3%, siendo Giardia lamblia el parasito mas frecuente, seguido de Blastocystis,
aunque en menores de un ano fueron Cryptosporidium parvum y Giardia lamblia
y en el grupo de edad de 10-14 afnos fueron Blastocystis hominis y Giardia lamblia.
Estos estudios, aunque poco comparables con el realizado en este trabajo,

coincidian respecto al nuestro en los parasitos mas prevalentes.

Nuestros resultados donde se constata una prevalencia de parasitos considerados
patégenos del 2,6%, coinciden con otros estudios internacionales que demuestran
que los parasitos intestinales son una etiologia poco comun de diarrea persistente
en paises desarrollados. Asi, en un estudio realizado en Canada en 2012 durante
un periodo de 5 afios solo detecté la presencia de parasitos en en 1,4% de las
muestras estudiadas, coincidendo con los resultados de un estudio multicéntrico
realizado en 2011 en nifios norteamericanos, donde la prevalencia de parasitos se
situaba en el 1,4-1,5% de los nifios estudiados (Mosli et al., 2012). En ambos
estudios Giardia lamblia y Cryptosporidium parvum fueron los parasitos mas
comunicados. Otro estudio realizado en nifios norteamericanos con diarrea
persistente, no demostré la presencia de parasitos (Vernacchio et al., 2006). En
general, la prevalencia de parasitos en pacientes con diarrea crénica en paises

industrializados oscila entre el 2 y el 5% (Escobedo et al., 2014).

Lo anterior, contrasta con lo comunicado en nifios de paises con recursos limitados
donde en el 82% de los nifios con sindrome de malabsorcién se detectan parasitos
(tanto patégenos como no patégenos) (Behera et al., 2008), siendo una etiologia bien

contrastada en el sindrome de diarrea persistente (Moore, 2017).

Como consecuencia las guias internacionales mas actuales de manejo de la diarrea
persistente en nifios consideran la infeccién parasitaria como una causa poco
comUn de diarrea persistente en nifios de paises desarrollados (Kellermayer et al.,

2017). Esta circunstancia, en general no es tenida en cuenta en las guias de estudio

103



de la diarrea crénica y/o persistente en nuestro pais (Vila et al., 2005) donde se
recomienda de forma sistematica un estudio detallado de parisitos en su

diagnoéstico diferencial.

En base a los resultados de este estudio, seria importante reconsiderar, el papel de
la etiologia de la infeccion parasitaria en nifios con diarrea persistente en Espana,
asimilandolo al de otros paises industrializados y proponer enfoques distintos a los
empleados en la actualidad para su diagnéstico. Restringir el estudio de parasitos
a nifos con factores de riesgo comprobados o a un curso prolongado e inexplicable
de diarrea, puede ahorrarles a los sistemas de salud tanto tiempo como gastos
Innecesarios. Las estrategias para ayudar a los pediatras a decidir cuando indicar
un estudio de parasitos en heces, incluiria restringir estas pruebas a los pacientes
con una indicacién clara que genere un alto indice de sospecha, estableciendo
criterios clinicos que orientaran cuando es apropiado la solicitud de estudio de

parasitos.

1.3.4 Caracteristicas de laboratorio y clinicas de los casos

Establecer criterios clinicos que orienten o generen un alto indice de sospecha de
etiologia parasitaria en nifios con diarrea persistente, es basico a la hora de enfocar
su estudio. En base a los resultados de este trabajo, se realiza una aproximacién a

las caracteristicas clinicas mas importantes.

A. Parésitos con significado clinico bien contrastado

a) Casos de Giardia sp

Del analisis de los casos de Griardia sp, se dedujeron una serie de aspectos

importantes asociados a la deteccion del parasito.
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-Respecto a la edad, se presentaba un agrupamiento en torno a los 4 afios (nifios
relativamente pequefios), con 9 (77%) casos en la franja de edad entre 1 y 5 afios.
Este aspecto esta también contrastado en otro estudio realizado en Sevilla sobre
muestras hospitalarias (Coronel et al., 2017) donde la mediana de casos se situaba
también en los cuatro afios. En Espafia, en otros estudios anteriores, la mayoria de

los casos se situaban también en la franja de 1 a 4 afios (Carmena et al., 2012).

-Respecto al motivo clinico principal asociado de solicitud del estudio de parasitos,
se basé en una sintomatologia de diarrea persistente asociada a dolor abdominal
en un 46,2% de los casos, este es un aspecto clinico bien contrastado (Robertson et
al., 2010; Wolfe, 1992; Hill, 2001), aunque otros estudios indican la existencia de
mucha variabilidad individual en la sintomatologia debido a la naturaleza
intermitente de la diarrea (Jones, 1988). En nuestro estudio la diarrea persistente
sin dolor abdominal (23,1% de los casos) y la asociada a hematoquecia (23,1%)
también estuvieron presentes y estdn comunicados en otros estudios (Wolfe, 1984),
aunque la hematoquecia es un signo muy poco frecuente y podria tener relacion

con otras patologias concomitantes.

-En el 85% de los casos de parasitosis por Giardia sp de nuestro estudio se detectd
la presencia de azucares reductores o grasas en las heces, esta asociacion esta bien
contrastada en otros estudios que relacionan la malabsorcién de azicares o grasas

con la presencia del paréasito (Wolfe, 1992; Gillon, 1985; Meyer et al., 1979).

-En 5 pacientes se constaté que las heces tenian caracteristicas inflamatorias, con
niveles de calprotectina que oscilaron entre 46 y 233 ug/g, en dos casos asociados a
infeccion concomitante por Salmonella sp, en uno asociado a exacerbaciéon de una
enfermedad inflamatoria intestinal, en los dos restantes no habia datos clinicos
complementarios en la historia, pero en uno de ellos estaba asociado a

hematoquecia (un signo de alarma de enfermedad inflamatoria intestinal).

Otros aspectos clinicos complementarios tras la revision de la historia.
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Tres nifios (23%) presentaban déficit de IgA, dado que la barrera protectora del
sistema gastrointestinal se ve afectada en la deficiencia de IgA, los protozoos como
Giardia pueden adherirse al epitelio, proliferar y causar infeccién lo que es un
aspecto bien conocido (Zinneman et al., 1972). Se constat6 la existencia de
trastornos oculares en el 46,1% de los nifios, la clinica generalmente era de dolor
ocular asociado a conjuntivitis, esta asociacién fue comunicada por Barraquer en
1938 que hacia referencia a la existencia de episodios de iridociclitis, coroiditis y
hemorragia retiniana en pacientes de giardiasis (Barraquer, 1938), posteriormente
confirmada por distintos estudios que han comunicado una asociacién entre la
presencia de uveitis y vasculitis retiniana, con la giardiasis (Carrol et al., 1961;
Knox et al., 1982). Ademads, Pettoello et al. (1990) comunicaron la presencia de
lesiones degenerativas de la retina (en forma de “sal y pimienta) en el 8,8% de nifios
que padecian giardiasis. Posteriormente, Corsi et al. (1998) demostraron afectacién
retiniana en el 20% de los nifios parasitados por Giardia sp y la asociaron con
titulos altos de inmunocomplejos circulantes (mecanismo de hipersensibilidad tipo
ITI). En nuestro estudio, no existié una evaluacién oftalmolégica detallada de los
casos, pero la catalogacién de los trastornos oculares como conjuntivitis (ojo rojo)
unida a la presencia de dolor ocular podrian sugerir mas la existencia de uveitis

que el diagnéstico de conjuntivitis que se realizé.

b) Casos de Cryptosporidium sp

Del analisis de los casos de Cryptosporidium sp, se dedujeron una serie de aspectos

importantes asociados a la deteccion del parasito.

-Respecto a la edad, se presentaba un agrupamiento en torno a los 7 afios, con un
65,2% de los casos en la franja de edad de 7 a 13 afos. Estos resultados, no
coinciden con otros estudios publicados, donde la mayoria de casos se sittian por
debajo de los 5 afios. Asi, en otro estudio realizado en Sevilla sobre muestras
hospitalarias (Coronel et al., 2017) la mediana de edad de los casos se situaba en

los dos afios. A nivel europeo, también se comunica una mayor prevalencia entre
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los nifios menores de 5 anos, aspecto que probablemente refleja una mayor
exposicion al parasito como resultado de una peor higiene, asi como una falta
parcial de inmunidad (Caccio et al., 2016). En un estudio sobre el papel de
Cryptosporidium sp en casos de diarrea persistente, también se indican una mayor
incidencia en menores de 2 afios respecto a nifos de mayor edad (50% vs 38%), pero
el estudio incluia nifios con antecedentes de viajes y otros sin domicilio fijo, y por

tanto no comparable a la poblacién de este estudio (Phillips et al., 1992).

-Respecto al motivo clinico principal asociado de solicitud del estudio de parasitos
asociado a los episodios de cryptoporidiasis, se basé en una sintomatologia de
diarrea persistente asociada a dolor abdominal en un 75% de los casos, seguida por
una sintomatologia de diarrea persistente asociada a hematoquecia en el 25% de
los casos. Esta presentacion clinica, coincide con otros estudios europeos donde la
diarrea persistente por Cryptosporidium sp estd asociada a otros sintomas
gastrointestinales, principalmente dolor abdominal, siendo la hematoquecia menos
comun, pero también asociada a los casos de infeccién (Hunter et al., 2004; Rehn
et al., 2015). Lo anterior, contrasta con lo publicado en los estudios de diarrea
persistente por Cryptosporidium sp en paises en desarrollo donde es poco comun
que la infeccién curse con dolor abdominal o hematoquecia (Platts-Mills et al.,

2015).

-En el 100% de los casos de parasitosis por Cryptosporidium sp de nuestro estudio
se detectd la presencia de azicares reductores o grasas en las heces, esta asociaciéon
esta bien contrastada en otros estudios que relacionan la malabsorcion de azicares
o grasas con la presencia del parasito. Estos estudios indican que Cryptosporidium
sp produce un deterioro de la funcion de absorcion intestinal con un cambio
significativo en los niveles de grasas en heces y una disminucion de la excreciéon de
D-xilosa que conduce al desarrollo de un sindrome de malabsorcién intestinal

(Handousa et al., 1991; Barbot et al., 2001).
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-En 3 niflos se constatd que las heces tenian caracteristicas inflamatorias, con
niveles de calprotectina que oscilaron entre 65 y 219 pg/g, no habia datos clinicos
complementarios en la historia, pero en dos de ellos estaba asociado a
hematoquecia (un signo de alarma de enfermedad inflamatoria intestinal). No se
constaté infeccién bacteriana concomitante en ninguno de los casos. No esta
descrita la existencia de una diarrea inflamatoria asociada a la infeccién por
Cryptosporidium sp, pero si su asociaciéon con una enfermedad inflamatoria
intestinal (Vadlamudi et al., 2013), adem&s la criptosporidiosis puede
diagnosticarse erréneamente como una recaida de la enfermedad inflamatoria y

conducir a un tratamiento inapropiado.

-Otros aspectos clinicos complementarios tras la revisiéon de la historia, en tres
nifios se constatd la existencia de sintomatologia extraintestinal, asociada al
episodio de diarrea persistente. En tres nifios (37,5%) se constaté la existencia de
dolor de cabeza recurrente, en uno de ellos asociado a dolor ocular. Esta
sintomatologia extraintestinal, se ha comunicado en otros estudios europeos, donde
la sintomatologia extraintestinal mas frecuente en los casos de infeccion
persistente por Cryptosporidium sp es el dolor articular (no constatado en nuestro
estudio), seguido del dolor de cabeza y el dolor ocular. El mecanismo inmunolégico
de afectacion ocular, a diferencia de lo que ocurre en la infeccion por Giardia sp, no

ha sido estudiado (Hunter et al., 2004; Rehn et al., 2015).

B. Parasitos con significado clinico no bien contrastado

a) Casos de Blastocystis sp

Del analisis de los casos de Blastocystis sp se dedujeron una serie de aspectos

importantes asociados a la deteccién del parasito.
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-Respecto a edad de los casos, la mediana de edad se situé en 7 afos, con un
agrupamiento la franja de 6 a 9 afos, que incluia el 57% de los casos. Este
resultado, coincide con otro estudio publicado en Sevilla sobre muestras
hospitalarias, donde la mediana de casos se sitiia en los 6-7 afios (Coronel et al.,
2017). Sin embargo, la relacién de Blastocystis sp con la edad es controvertida
(Stensvold et al., 2016), existen poblaciones con alta prevalencia donde el parasito
se detecta a edades muy tempranas, mientras que, en otras poblaciones,
particularmente donde la prevalencia general es mas baja, muchos individuos
pueden adquirir Blastocystis sp a edades mas tardias. Ademas, no esta claro si la

edad de la colonizacién tiene alguna importancia clinica.

-Respecto al motivo clinico principal asociado de solicitud del estudio de parasitos
asociado a la presencia de Blastocystis sp, se basd en una sintomatologia de diarrea
persistente asociada a dolor abdominal en un 66,6% de los casos, seguida por una
sintomatologia de diarrea persistente asociada a hematoquecia en el 23,3% de los
casos. Esta sintomatologia, coincide con la comunicada en otros estudios donde la
infeccién se ha asociado a signos y sintomas como diarrea, estrefiimiento, dolor
abdominal, nduseas, anorexia, vomitos, fatiga, flatulencia, distensién abdominal,
proctosigmoiditis hemorragica, urticaria crénica o artritis infecciosa (Tan, 2008;
Tan et al., 2010). Sin embargo, el significado clinico de la infeccién por Blastocystis
es controvertido y otros estudios han encontrado falta de correlacién entre infeccién

y la presentacién clinica (Scanlan et al., 2014; Leder et al., 2005).

-En el 16,6% de los casos de parasitosis por Blastocystis sp de nuestro estudio se
detectd la presencia de azicares reductores o grasas en las heces. No esta descrita
la asociacion entre la presencia de Blastocystis sp y episodios de malabsorcion
(Behera et al., 2008). Sin embargo, estos casos estaban asociados a celiquia, déficit
de IgA o enfermedad inflamatoria intestinal que son causas conocidas de

malabsorcién de azucdres o grasas, aspecto comunicado en otro estudio (Balint et
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al., 2014) y que podrian justificar estos hallazgos con independencia de la presencia

de Blastocystis sp.

-En 5 niflos se constatdé que las heces tenian caracteristicas inflamatorias, con
niveles de calprotectina que oscilaron entre 102 y 873 ug/g, en dos de estos casos
asociados a infeccidon bacteriana por Salmonella sp y Campylobacter sp y otro a
enfermedad inflamatoria intestinal diagnéstica, ademas en dos casos mas se asoci6
a hematoquecia, aspectos que justificarian las caracteristicas inflamatorias de las
heces. No esta descrita la existencia de una diarrea inflamatoria asociada a la
infeccién por Blastocystis sp, pero si su asociacion con enfermedad inflamatoria

intestinal (Cekin et al., 2012).

-Otros aspectos clinicos complementarios tras la revisién de la historia, en dos
nifios (6,6%) se constaté la existencia de sintomatologia extra-intestinal, en forma
de dolor de ocular y vomitos. La asociaciéon de Blastocystis sp y vomitos esta

descrita en algunos estudios (Tan, 2008), pero no la asociacién con dolor ocular.

b) Casos de Dientamoeba sp v Endolimax sp

La prevalencia en heces de estos parasitos en nifios con diarrea persistente fue muy
baja, 0,25% para ambos. La edad de los casos de Dientamoeba sp fue de 1 y 4 anios

y para Endolimax sp de 9 meses y 5 afios.

No existen estudios especificos que relacionen la edad y la presencia de
Dientamoeba en las heces, pero la baja prevalencia encontrada, es un reflejo de lo
publicado en la literatura en los dultimos afos, donde la prevalencia en
Dientamoeba en nifios con diarrea o clinica gastrointestinal es muy variable,
oscilando entre prevalencias muy altas del 32-64% (Bruijnesteijn et al., 2009; Maas
et al., 2014) a prevalencias extremadamente bajas o moderadas del 0-2%

(Mumecuoglu et al., 2013; Church et al., 2010; Kasssem et al., 2007).
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Respecto a las caracteristicas clinicas de los dos casos, se constaté que en ambos el
motivo clinico de estudio fue un sindrome de diarrea persistente. Aunque la
patogenicidad de Dientamoeba sp ha sido debatida durante muchos afios (Turner,
1985), la infeccién crénica esté descrita, con una duracién media de la diarrea de
1-2 meses, siendo el dolor abdominal la sintomatologia asociada mas comun
(Johnson et al., 2004). En uno de los casos la presencia de Dientamoeba sp estaba
asociada a valores de calprotectina elevados, aunque esta descrita la asociacion del
parasito con enfermedad inflamatoria intestinal, en general se considera que no

hay asociacién entre colitis activa y la presencia del parasito (Stark et al., 2016).

En el caso de Endolimax sp, la baja prevalencia encontrada, no pudo ser
contrastada. No existe evidencia de la asociacién del parasito con diarrea crénica o
persistente en la literatura cientifica, aunque abundan los trabajos que
proporcionan datos sobre la prevalencia en general en encuestas parasitarias. Esto
se puede explicar, por la aparicién del parasito en estudios que investigan la
prevalencia de parasitos intestinales en poblacién general. En base a estos
estudios, se considera que la prevalencia en poblacién europea oscila entre el 1,7%
en poblacién sana y 5,4% en poblacién con diarrea (Poulsen et al., 2016). Sin
embargo, estudios en nifios, son mas escasos, pero en dos estudios realizados en
Sevilla en los Ultimos afios se comunican prevalencias del 1,6% en nifios sanos
(Perez et al., 1997) y del 4,2% en nifios de atencién primaria con diarrea (Coronel

et al., 2017).

Respecto a la sintomatologia clinica que motivo el estudio de parasitos, uno de los
ninos presentaba diarrea persistente y dolor abdominal, y otro diarrea persistente
asociada a hematoquecia, ambos con niveles de calprotectina elevados y
coprocultivo negativo. Lo anterior, es sugestivo de enfermedad inflamatoria
intestinal, aunque no habia datos en la historia clinica para confirmar la sospecha.

De todas formas, en base a los estudios publicados, existe muy poca evidencia a
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favor de que Endolimax sp deba considerarse un patégeno con capacidad de causar

diarrea o inflamacién intestinal (Poulsen et al., 2016).

1.3.5 Evaluacién de las distintas técnicas microscopicas y
moleculares para la deteccién de parasitos

a) Técnicas microscépicas con y sin concentracién

De la comparacion del rendimiento de ambas técnicas en nuestro estudio, se
constat6 que la microscopia sin concentracién era menos sensible
(aproximadamente un 70%) que la microscopia con concentracién para la deteccién
de parasitos en nifios con diarrea persistente. Este aspecto, coincide con otros
estudios (Hailu et al., 2015; Restrepo et al., 2013) que comunican que la carga de
parasitos en la muestra y la cantidad de muestra tomada durante el examen
comprometen en gran medida la sensibilidad de la microscopia directa. Aunque
dada su moderada sensibilidad, la microscopia directa podria considerarse en un
primer paso de la evaluacién en nifios con diarrea persistente, el empleo de un
método de concentracién es esencial para aumentar las posibilidades de de
deteccién de pardsitos, siempre que la técnica esté bien estandarizada (Manser et

al., 2016).

b) Técnicas microscépicas vs moleculares

Los resultados de este trabajo demuestran que las técnicas moleculares son en
general menos sensibles (sensibilidad aproximadamente del 80%) que la
microscopia convencional (concentracién de las heces mas tincién de auramina o
Kinyoun) para el diagnéstico de la infeccién parasitaria en nifios con diarrea

persistente. Al igual que en nuestro trabajo, otros estudios han comunicado un
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rendimiento no adecuado de las técnicas moleculares para la deteccién de parasitos
(Uchéa et al., 2018; Laude et al., 2016) y se contraponen a otra serie de estudios
que encuentran que las técnicas de PCR en tiempo real proporcionan una
sensibilidad adicional sobre la microscopia convencional (Verweij et al., 2011;
McHardy et al., 2014). Sin embargo, este estudio es el primero que evalia el
rendimiento de las técnicas moleculares en el estudio de la diarrea persistente n el

nifio y por tanto sus resultados no son comparables.

Ademas, estas discrepancias habria que considerarlas también en el contexto del
tipo de técnica molecular empleada para el diagndstico, ya que al igual que en este
trabajo, la mayoria de los estudios mas recientes estan basados en el uso de
plataformas diagnésticas comerciales basadas en técnicas de PCR multiplex, sobre
todo para protozoos, como alternativa a la microscopia de rutina (Gray et al., 2014;
Stark et al., 2014; Ten Hove et al., 2007), y el rendimiento de estas plataformas
puede variar mucho entre distintas marcas comerciales (Hartmeyer et al., 2017;

Rijsman et al., 2016).

Lo anterior, lleva a que el empleo de técnicas comerciales de PCR multiplex unido
al tipo de poblacién estudiada, incluya una serie de variables que afectan al
rendimiento y que deberian ser tenidas en cuenta a la hora de valorar sus

resultados.

a) Carga parasitaria. La carga de ADN parasitario estd muy influenciada por las

variaciones diarias en la excreccién de parasitos y la distribucién no homogénea de
los parasitos dentro la muestra, lo que sugiere que se deberia prestar una atencion
especial a la homogeneizacion de las heces y que es probablemente un paso esencial
debido a que la cantidad de heces utilizadas para la extraccién de ADN es menor
que la necesaria para microscopia (Hawash et al., 2014; Elfving et al., 2014). Por
otro lado, la baja carga parasitaria que caracteriza la patogénesis de algunas
parasitosis cronicas es un factor determinante en el rendimiento de las técnicas

moleculares (Stensvold, 2012; Vanathy et al., 2017). En este trabajo, se ha evaluado
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la sensibilidad de la PCR utilizada, lo que ha permitido conocer la carga parasitaria
de las muestras estudiadas a partir del ciclo de amplificacién, y demuestra que la
carga en nifnos con diarrea persistente es moderada con una mediana de 400-500
parasitos/uLL y con un 27% de las muestras con cargas bajas de 100-200

parasitos/uLi estos datos confirman lo anteriormente expuesto.

Todo lo anterior, podria afectar a la extracciéon del ADN de las muestras. Este es
un aspecto determinante de los estudios moleculares, dado que las heces son un
material muy complejo, puede producirse una degradaciéon del ADN en la muestra,
y la actividad de la polimerasa también puede verse afectada, lo que dificulta la
recuperacién del material genético del interior de los quistes del parasito (Hawash,

2014).

b) Presencia de inhibidores. La inhibicién de la amplificacién del ADN parasitario
puede conducir a resultados falsos negativos. En general, las técnicas de PCR
comerciales incluyen controles internos de amplificacién, de forma que cuando se
produce la inhibicién, el ADN de control tampoco se amplificara. En estos casos,
existen procedimientos para retirar los inhibidores y facilitar un nuevo estudio de
las muestras (Schrader et al., 2012). Sin embargo, estos procedimientos no son
totalmente efectivos y no garantizan un resultado éptimo de los procesos de
amplificacién a partir de las heces. Al igual que en nuestro estudio, en que nueve
muestras fueron repetidamente negativas a pesar de emplear distintas formas de
inhibicién de la amplificacion y de técnicas de PCR, este problema ha sido
comunicado en otros trabajos (Marawan et al., 2017) y podria ser una debilidad
importante para la utilizacion de rutina de las técnicas moleculares para el estudio

de parasitos en heces.

Por tanto, aunque la PCR en tiempo real puede proporcionar sensibilidad adicional
en la deteccién de parasitos, existe un riesgo de baja eficacia en la extraccién o de

presencia de inhibidores. En base a esta observacion, la PCR en tiempo real seria
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de mayor utilidad como una prueba adicional suplementaria a la microscopia

(Schuurman et al., 2007).

1.3.6. Evaluacion de las técnicas cromatograficas para la
deteccién de giardiasis

Las técnicas cromatograficas discriminaron con una eficacia del 100% los casos de
giardiasis de los casos diarreicos sin etiologia parasitaria, con lo que se concluye
que puede ser un método altamente sensible para el diagnéstico de procesos

diarreicos por Giardia sp.

La extraccién de compuestos volatiles de las heces se realizé empleando el método
de extraccién de espacio de cabeza estatico. Este método esta especificamente
indicado para el analisis de volatiles mayoritarios en muestras, los cuales se
encuentran en alta concentracién en las mismas. Como se observa en la tabla 33.
Se determinaron un total de 25 compuestos volatiles, de los cuales 7 fueron ésteres,

6 alcoholes, 6 terpenos, 2 compuestos azufrados, una amida, un acido y un aldehido.

Los ésteres fueron el grupo mas numeroso de compuestos volatiles observados. Se
encontraron principalmente ésteres de acidos grasos de cadena corta como acetato,
butanoato, pentanoato, hexanoato y heptanoato de metilo, butanoato de etilo y
propanoato de etilo que son compuestos que suelen tener un aroma afrutado. Esto
coincide con lo encontrado por Bond et al. (2015) los cuales al analizar los
compuestos volatiles de heces de pacientes con Giardia sp, encontraron los ésteres
como grupo mayoritario, sin embargo, no encontraron diferencias significativas con

el grupo control.

En nuestro estudio, se encontraron estos compuestos en solo 2 casos de los 10

pacientes con sindrome diarreico de etiologia no parasitaria, y, sin embargo, todos
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los pacientes con Giardia sp presentaron al menos uno de los ésteres encontrados

en el espacio de cabeza de las heces analizadas.

Adem4s, Bond et al. (2015) encontraron diferencias significativas entre la cantidad
de propanoato de propilo y butanoato de etilo entre los pacientes con giardiasis y
el grupo control, pero, sin embargo, encontraron mayor cantidad de ambos en los

pacientes del grupo control, al contrario que en nuestro estudio.

Por otro lado, Garner et al. (2007) demostraron la presencia mayoritaria de los
ésteres en las heces de pacientes con sindrome de intestino irritable. Esta
aumentada presencia de los ésteres puede ser debida a su sintesis a partir de acidos
grasos de cadena corta como sustratos a través de la enzima Acyl CoA ya que en
diversas enfermedades intestinales ha sido descrita una mayor presencia de acidos
grasos de cadena corta (Di Cagno et al., 2009; Del Chierico et al., 2017; Garner et
al., 2007).
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PACIENTES SIN PRESENCIA DE GIARDIA PACIENTES CON PRESENCIA DE

GIARDIA
pO PD PD PD PD PD PD PD PD PD1I PG PG PG PG PG PG PG
1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 2 3 4 5 6 7
LR I Esteres
782 A Acetato de metilo - - - - - - - - - - - - 134 - 747 493
998 A Butanoato de metilo - - - - - 340 - - - - - 63 268 641 497 343
100 A Butanoato de etilo - - - - - 40 - - - - - - 106
110 A Pentanoato de metilo - - - - - 151 - 15 - - - - - 227 920 653 64
107 A Butanoato de propilo - - - - - 37 - - - - -
120 A Hexanoato de metilo - - - - - - - - - - 28 - - - 94 107
130 A Heptanoato de metilo - - - - - - - - - - 16
Alcoholes
961 B 1,3-dimetoxi-2-Propanol - - - - - - - - - - 725 561 - 326 939 579 110
102 A Propanol - - - - - - - - - - - - - - - - 239
109 A Isobutanol - - - - - 20 -
113 A Butanol - - - 14 - 90 15
124 A Pentanol - - - - - 19
128 B 1,4-dimethoxy-2,3- - - - - - - - - - - 113 55 23 44 94 54 69
162 A p-cresol - 90 68 - 103 - - 40 - 32 - - - - - - -
Compuestos azufrados
106 A Disulfuro de dimetilo 333 59 99 120 47 389 38 355 18 470
136 A Trisulfuro de dimetilo 147 - - 19 - 45 - 15 - 19
Terpenos
106 B B-terpineno - - - 127
107 B B-felandreno - - - - - - - - - 9
111 A B-pineno - 23 173 16 - - - - 12 - - - - - - - 75
112 A 6-limoneno 207 61 - 20 - - - - 32 - - 9 - 22 9 - 65
113 A 6-3-careno - 18 - 91 - - - - 39 12 - - - - - - 78
126 A p-cymene - - - - - 11
Acidos
145 A Acido acético - - - - - - - - - - 376 213 89 139 143 111 309
Miscelaneo
905 A 2-hidroxipropanamida - - - 315 - - - - - - 250 427 280 534 335 279 879
108 A Hexanal - - - - - - 37 - - - - - - - - - -
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A: compuestos identificados por el sofware y bibliografia.

B: compuestos identificados por el sofware. (kovats no encontrados en

bibliografia).

Tabla 33. Determinacién de compuestos volatiles en las muestras analizadas
por Espacio de cabeza estatico de heces de los pacientes con presencia de
Giardia sp (PG) y paciente sin Giardia sp pero con proceso diarreico (PD).
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Por otro lado, se encontraron 2 compuestos azufrados, el disulfuro de dimetilo y el
trisulfuro de dimetilo, siendo su descripcién aromadtica: cebolla, repollo cocido/
podrido y azufre/pescado/repollo cocido respectivamente. Estos compuestos se
encontraron en el espacio de cabeza de todas las muestras analizadas de heces
pertenecientes a los pacientes con proceso diarreico sin etiologia parasitaria y no

fue hallado en ninguna de las muestras de los pacientes con giardiasis.

Estos volatiles suelen aparecer en heces de manera comtun y se les atribuye el olor
caracteristico de las heces (Moore et al., 1987; Suarez et al., 1998). Ambos proceden
del metabolismo de metionina por parte de diversos microorganismos presentes en
la flora intestinal, ya que este aminoacido es el precursor para su formacién

(Kadota e Ishida, 1972).

El siguiente diagrama ilustra la degradacién de la metionina (Clanton y Schmidt,

2000):

1) CHsSCH:CH:CHNH:COOH + H:0 — CHsSH + NHs+ CHsCH2COCOOH
Metionina + agua mercaptano de metilo + amoniaco + cetobutirato
2)CHsSH + H:0 — CHsOH + H:S

mercaptano de metilo + agua metanol + sulfuro de hidrégeno

El disulfuro de dimetilo y trisulfuro de dimetilo se forman por oxidacion del
mercaptano de metilo y en el caso del trisulfuro de dimetilo también por oxidacién

del sulfuro de hidrégeno (Zahn et al., 2001).
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Estos compuestos azufrados han sido descritos por otros autores como
biomarcadores en enfermedades diversas como carcinoma colorrectal, infeccién por

Campylobacter jejuni, o cblera (Batty et al.,2015; Garner et al., 2007, 2009).

Sin embargo, para la sintesis de metionina por parte del microorganismo, es
necesaria la presencia de la L-Cisteina, y este aminoacido ha sido descrito como

imprescindible para la supervivencia de Giardia sp (Lujan y Nash, 1994).

Por tanto, podria ser posible que, en el caso de los pacientes con procesos diarreico
de etiologia no parasitaria, estos compuestos se estén produciendo en grandes
cantidades de manera normal como ocurre en las heces por parte de la microbiota

intestinal.

Sin embargo, en el caso de los pacientes con giardiasis, la formaciéon de estos
compuestos puede verse impedida por la alta demanda por su precursor (L-cisteina)
por parte del parasito. En base a esto, se justificaria la presencia de cantidades
menores de disulfuro de dimetilo y disulfuro de trimetilo en las heces de los
pacientes con giardiasis, provocando que no pudieran ser detectables con la

muestra tomada del espacio de cabeza.

Por tanto, la ausencia de estos compuestos en el espacio de cabeza de muestras de
heces podria ser un indicador de presencia de Giardia sp o de otro microorganismo

cuyo metabolismo sea dependiente de manera estricta del aminoacido cisteina.

Esto coincide de manera parcial con lo observado por Bond et al. (2015), los cuales
al extraer por el método de microextraccion en fase sélida los compuestos volatiles
del espacio de cabeza de heces de pacientes con y sin giardiasis, encontraron que el
disulfuro de trimetilo efectivamente se encontraba en menor cantidad en los
pacientes con el parasito. Sin embargo, estas diferencias fueron relativamente

pequeiias y ademas no senalaban diferencias con respecto al disulfuro de dimetilo.
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Con respecto al grupo de los alcoholes se observaron tendencias interesantes de dos
alcoholes. El primero de ellos, el 1,3-dimetoxi-2-propanol, s6lo aparecié en los
pacientes con giardiasis, en concreto, en 6 de los 7 pacientes diagnosticados. Y el
segundo, el 1,4-dimetoxi-2,3-Butanediol, aparecié igualmente solo en los pacientes
con giardiasis, en este caso, en el 100% de los pacientes. Estos compuestos, podrian
estar ejerciendo una accién parecida a algunos alcoholes alifaticos de cadena larga
que ejercen un efecto inhibidor del crecimiento de otros microorganismos creando

un nicho ecolégico a Giardia sp (Elgaali et al., 2002).

Existe poca base bibliografica sobre la presencia de estos dos compuestos y Giardia
sp, ademas de no haber sido descritos nunca en heces. Ante la ausencia de trabajos
de estudio de los compuestos volatiles en Giardia sp a excepcién del trabajo de Bond
et al. (2015) podria indicar la posibilidad de ser estos dos compuestos producto del

metabolismo particular de este parasito.

En relacién al 1,4-dimetoxi-2,3-Butanediol existe sélo una referencia bibliografica
clara que sefiala este compuesto como posible marcador de cancer de mama en
muestras analizadas de exhalacion de pacientes con la enfermedad diagnosticada
vs. pacientes control (Wang et al., 2014). En este trabajo atribuyen la aparicién de

este alcohol al estrés oxidativo (Knight, J. A., 1998).

Referente al grupo de los compuestos terpénicos no se observaron tendencias
destacables. Son compuestos que en la mayoria de matrices suelen tener un aporte
importante al aroma global, ya que su umbral de percepciéon es muy bajo y son
responsables de las notas citricas y verdes. Sin embargo, en las heces el resto de
compuestos volatiles presentes no permiten a los compuestos terpénicos
expresarse. Varios de los compuestos terpénicos encontrados en este estudio han
sido observados en heces de pacientes con colitis ulcerosa, y con infecciones de
Campylobacter jejuni y Clostridium difficile (Garner et al., 2007). Adem4s, en
algunas enfermedades como la infeccién por Campylobacter jejuni, los terpenos

han sido destacados como posibles biomarcadores (Probert et al., 2004).
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A pesar de que los compuestos acidos son comunes de encontrar en las heces, en
este estudio se encontr6 inicamente acido acético en el espacio de cabeza de las
muestras analizadas. Concretamente, sélo se detect6 en las muestras de heces de
todos los pacientes diagnosticados con giardiasis y en ninguno de los pacientes
control. Los acidos grasos de cadena corta como el acético suelen ser producto del
metabolismo de carbohidratos no digeribles como la fibra, proteinas, péptidos por
parte de bacterias colénicas (Backhed et al., 2005). La cantidad de 4cidos grasos de
cadena corta presente en las heces puede ser un indicativo en ciertas enfermedades
relacionadas con el tracto intestinal. Si se encuentran en altas cantidades pueden
indicar enfermedad celiaca, enfermedad de higado graso no alcohdlica, infeccion
con Clostridium difficile (Di Carlo et al., 2009; Del Chierico et al. 2017; Garner et
al., 2007). Nuestros resultados coinciden con los hallados por (Bond et al., 2015),
quienes recientemente describieron como un posible marcador de la infeccién con
Giardia sp al 4cido acético. (Bond et al., 2015) analizaron los compuestos volatiles
del espacio de cabeza de heces de 16 pacientes con Giardia sp y 17 controles, y en
12 de los infectados encontraron este volatil y en los no infectados inicamente en
uno. Asi la presencia de acido acético podria ser in biomarcador de la presencia de

este parasito en el hospedador.
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Figura 14. Cromatogramas pertenecientes a pacientes sin giardiasis (a) y a
pacientes con giardiasis (b).

Otro compuesto volatil remarcable seria el p-cresol (4-metilfenol). Este compuesto
es un fenol volatil que es téxico para el ser humano, de hecho, es un biomarcador
para la evaluacién de la salud del intestino delgado en humanos (Birkett et al.,

1996; Muir et al., 2004; De Preter et al., 2006). En este estudio, este compuesto sélo
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se encontr6 en las heces de los pacientes con procesos diarreicos de etiologia no
parasitaria, en concreto en la mitad de las muestras analizadas. Este fenol, ha sido
descrito como biomarcador en heces por ejemplo en la infeccion por Clostridium

difficile (Tait et al., 2014).

Debido a la cantidad de datos generados a lo largo de este estudio, se realizé un
analisis de componentes principales (ACP) utilizando todos los compuestos
volatiles y la suma total de cada grupo quimico (30 variables), para permitir una
reduccién de la dimensién y lograr una mejor comprensién del conjunto obtenido
de los resultados. La Figura 15 la distribucién de las muestras analizadas
representadas para CP1 y CP2, que representaron el 27,8% y el 14,4% de la

varianza, respectivamente (422% de la varianza acumulada).

Ademas, la Figura 16 muestra los valores para las variables y como se relacionan
con las muestras. Se puede observar como la CP1 parece separar a las muestras de

heces en funcién de la presencia de infeccién por Giardia sp.
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Figura 15. Distribucién de las muestras analizadas representadas para CP1 y

Cp2.
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Figura 16. Distribucién de los valores y su relacién con las muestras.

2. Estudio de la etiologia de causa no

infecciosa

2.1 Estudio microscdpico para la deteccién de leucocitos

fecales

La presencia de leucocitos fecales se constaté en 62 muestras, un 7,9% del total en

estudio, de ellas 2,8% con escasos leucocitos (<5 leucocitos x40), 3,3% con

moderados (5 a 10 leucocitos x40) y 1,8% con abundantes leucocitos.
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La relacién entre el motivo de peticién y la presencia de leucocitos en heces, fue la
siguiente: en 15 el motivo fue diarrea persistente, en 31 diarrea persistente y dolor
abdominal, en 14 diarrea persistente y hematoquecia y, en 1 caso diarrea
persistente y fiebre y diarrea persistente y vomitos respectivamente, en tabla 7 se

puede observan detalladamente estos resultados.

Leucocitos Motivo peticion Ntmero de
pacientes

Diarrea persistente 4

<5 Diarrea persistente y dolor abdominal 11
Diarrea persistente y hematoquecia 7

Total <5 22

Diarrea persistente

>10 Diarrea persistente y dolor abdominal 8
Diarrea persistente y hematoquecia 2
Total >10 14
Diarrea persistente 7

Diarrea persistente y dolor abdominal 12

5410 Diarrea persistente y fiebre 1
Diarrea persistente y hematoquecia 5

Diarrea persistente y vomitos

Total 5 a 10 26
Total 62

Tabla 34. Distribucién de las muestras en funcién del motivo de la peticién y la
presencia de leucocitos fecales.

La presencia de leucocitos fue asociada a enfermedad inflamatoria intestinal en 4

casos (6,4%), celiaquia en 2 casos (3,2%) y a diarrea bacteriana en 31 casos (50%).

De los pacientes con presencia de parésitos, en un 22,5% (14/53) de las muestras

que presentaban leucocitos fecales, Tabla 8.
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Leucocitos Parasitos Numero de pacientes

Blastocystis sp 1

<5 Cryptosporidium sp 4
Giardia sp 3

Total <5 8
>10 Blastocystis sp 1
Total >10 1
Blastocystis sp 3

5a10 Endolimax sp 1
Giardia sp 1

Total 5 a 10 5
Total 14

Tabla 35. Distribucién de las muestras positivas a parasitos y leucocitos fecales.

La asociacién de parasitos en heces y leucocitos fecales, estuvo relacionada con
enfermedad inflamatoria intestinal en 2 casos y a diarrea bacteriana en 4 casos
(Salmonella sp, Campylobacter sp). En 8 pacientes no se objetivé la causa en el

momento del estudio, pero 7 casos presentaban hematoquecia.

Del analisis de los datos, se constata que el 5,1% de las muestras presentaban
niveles valorables (moderados o altos) de leucocitos en las heces, mientras que
niveles bajos aparecian en el 2,8% de las muestras. Estos procesos inflamatorios
estaban relacionados en un 50% con infeccion bacteriana, enfermedad inflamatoria
intestinal en el 6,4% y celiaquia en el 3,2%; aspecto bien resefiado por Harris et al.
(1972) que indica que el examen de las heces en busca de leucocitos es un
procedimiento rapido y confiable para el diagnéstico precoz de la causa de la
diarrea, sobre todo de origen bacteriano. Sin embargo, otros estudios demuestran

que la deteccién de leucocitos en heces tiene un bajo rendimiento para la
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diferenciacién entre gastroenteritis infecciosa y no infecciosa (Savola et al., 2001;

Granville et al., 2004).

En el caso de la relacién de la enfermedad parasitaria con la presencia de leucocitos
en heces, nuestro estudio detecté la presencia de parasitos en el 22,5% de las
muestras con leucocitos fecales, pero asociada a su vez a enfermedad inflamatoria
intestinal o hematoquecia (un marcador clinico de enfermedad inflamatoria
intestinal) o a diarrea bacteriana. Por tanto, per se, no parece que la diarrea
persistente de origen parasitario esté asociada a la presencia de leucocitos fecales
(Mercado et al., 2011). Aunque, su poder discriminatorio es bajo cuando la
enfermedad parasitaria coexiste con procesos bacterianos o autoinmunes (Huicho

et al., 1996; Huicho et al., 1997).

2.2 Estudio bioquimico: determinacién de cuerpos
reductores en heces

Se detectaron cuerpos reductores en heces en el 5,2 % de las muestras (39/777), en
la tabla 9 se puede ver el detalle de los resultados. De ellas, en 20 (51%)
correspondian a muestras en la que se detectaron parasitos. De las 19 muestras
(49%) en que no se detectaron parasitos, estudios posteriores (no incluidos en este
estudio) diagnosticaron 13 casos de intolerancia a la lactosa y 3 casos de celiaquia,

uno de los cuales coexistia con la presencia de Cryptosporidium sp en las heces.

Cuerpos reductores Nimero de pacientes Porcentaje

0,25% 13 1,7%
0,50% 4 0,5%
1% 4 0,6%
2% 5 0,6%
Negativo 750 97%
Total 777 100%
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Tabla 36. Distribucién de las muestras en funcién del resultado en la prueba de
cuerpos reductores en heces.

2.3 Estudio bioquimico: estudio de malabsorcién de
grasas en heces

Se constaté malabsorcién de grasas (>100 gotas) en el 1,2% de las pacientes (9/777),
aunque en el 4,4% (34/777) de los pacientes se constaté la presencia de gotas de
grasa a niveles mas bajos, en la tabla 10 se puede ver el detalle de los resultados.
De ellas, en 7 (16,3%) correspondian a muestras en la que se detectaron parasitos
en su mayoria Cryptosporidium sp (6) y en una Giardia sp y con un nivel de
excrecion bajo, <100 gotas en todos los casos. De las 36 muestras (83,7%) en que no
se detectaron pardsitos, estudios posteriores (no incluidos en este estudio)

diagnosticaron 3 casos de celiaquia y uno de enfermedad inflamatoria intestinal.

Ntumero de gotas de grasa Numero de pacientes

>100 gotas 9 1,2%
<100 gotas 28 3,6%
Negativo 740 95,2%
Total 777 100%

Tabla 37. Distribucién de las muestras en funcién del resultado del estudio de
grasas en heces.

2.4 Estudio bioquimico: estudio de fibras musculares y
almidén en heces
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Se observaron granulos de almidén en 1,8% (14/777) de las muestras y fibras
musculares en el 0,9% (7/777) de las muestras y en gran parte asociadas a gotas de

grasa.

2.5 Procesos de malabsorcion o maladigestion

La malabsorcion ocurre cuando hay un defecto de transporte primario sin cambios
morfolégicos o un defecto de transporte secundario debido a cambios morfolégicos;
cuando se reduce el area de absorcién o se afecta el transporte de nutrientes
absorbidos desde el intestino. La maladigestiéon se debe a la reducciéon de la
hidrélisis de nutrientes. Estos dos términos se usan indistintamente y es dificil
separarlos en el caso de la enfermedad parasitaria. Los sindromes de malabsorcion
en el nifo abarcan distintas entidades clinicas que producen diarrea croénica
persistente, distensién abdominal y retraso del crecimiento. La malabsorcién
clinica se puede dividir en diferentes causas, tanto congénitas como adquiridas
(entre las que se encuentran la infeccién parasitaria), que afectan uno o méas de los

diferentes pasos en la hidrélisis intestinal y el posterior transporte de nutrientes.

Carbohidratos

El término malabsorcién de carbohidratos se utiliza para describir las situaciones
en las que los carbohidratos escapan de la digestion y/o absorcién en el intestino
delgado y alcanzan el colon. Lo anterior, se pone de manifiesto por la presencia de
sustancias reductoras en las heces, que indican que los carbohidratos no se han

absorbido adecuadamente.

El aumento de las sustancias reductoras en las heces concuerda con la deficiencia
de disacaridasas primarias o secundarias, pero no es diagnéstica (principalmente

de deficiencia de lactasa) o la malabsorcién de monosacaridos intestinales. Estos
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procesos pueden ser congénitos o adquiridos (la més comun intolerancia a la
lactosa), tipicamente secundarios a un dafio de la mucosa, como una enteritis viral,
infeccién bacteriana, o afecciones que causan atrofia de la mucosa, como la

enfermedad celiaca o la infeccién parasitaria (Hammer et al., 2012).

En este estudio, en la prueba de cribado, se detecté sustancias reductoras en las
heces de 39 (5,2%) de los pacientes. De ellas, 20 (51%) correspondian a pacientes
en los que se detectaron pardsitos: 11 con presencia de Giardia sp, b Blastocystis
sp y 4 Cryptosporidium sp. Cabe destacar que en su mayoria (16/20) eran valores
que se consideran trazas (0,25%) y en 4 restantes los valores eran iguales o
superiores a 0,6% que indicaban claramente que los carbohidratos no eran
adecuadamente absorbidos, 3 correspondian a Blastocystis sp y 1 a Giardia sp.
Estos resultados coinciden con otros estudios publicados que ponen de manifiesto
la importancia de la malabsorciéon de carbohidratos en la diarrea persistente por
protozoos (Lee, 1984). Distintos estudios usando modelos in vivo e in vitro
establecen que Giardia sp y Cryptosporidium sp causan malabsorcion de glucosa,
sodio y agua, y reducen la actividad disacaridasa, debido a la pérdida del area
epitelial con capacidad de absorcién (Bartelt et al., 2015; Coutinho et al., 2008;
Gookin et al., 2002).

Respecto a Blastocystis sp, su papel como causa de malabsorcién es controvertido,
aunque est4 descrita su asociacién con intolerancia a los carbohidratos (Eroglu et
al., 2009; Boorom et al., 2008). En nuestro caso, existia malabsorcién de
carbohidratos en el 17% (5/30) de los pacientes en que se detecté Blastocystis sp,
coincidiendo con otro estudio que no observé asociacién estadisticamente
significativa entre la presencia de Blastocystis sp y la presencia de diarrea debido
al alto ntimero de portadores asintomaticos (Martin-Sanchez et al., 1992), aunque

en ocasiones podria ser responsable de los episodios de diarrea.

El resto, 19 (49%) pacientes, no mostraron parasitos en heces y estudios posteriores

demostraron la presencia de intolerancia a la lactosa en 13 y enfermedad celiaca
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en 3, circunstancia bien contrastada en la literatura donde se indican que ambas
son las causas no infecciosas mas comunes de malabsorcién de carbohidratos en el

nifio (Prieto et al., 2014).

Grasas

En general, la digestiéon y la absorcion de los lipidos se pueden dividir en estados
luminales, mucosales y postabsortivos. La fase luminal se caracteriza por la
hidrélisis y solubilidad de las grasas y en la fase de la mucosa, los productos
digeridos se transportan eficientemente a través de la membrana del borde en
cepillo de las células epiteliales intestinales, cuando estos mecanismos estan
alterados pueden aparecer grasas en las heces en mayor o menor concentracion
(Feldman, 2010). Lo anterior, ocasiona que las heces aparezcan de color palido,
voluminosas y grasas. En este estudio, 7 (16,3%) correspondian a muestras en la
que se detectaron parasitos en su mayoria Cryptosporidium sp y en una Giardia sp

en todos con un nivel de excrecién bajo <100 gotas en todos los casos.

Aunque la presencia de grasas en heces esta descrita en ambos parasitos, es mucho
mas frecuente en Cryptosporidium sp y a diferencia de Giardia sp que causa
enfermedad sin penetrar en el epitelio, Cryptosporidium sp tiene un ciclo que

incluye un estado intra-enterocitico (Juranek, 1995; Handousa et al., 1991).

El resto, 36 (83,7%) pacientes, no mostraron parasitos en heces y estudios
posteriores demostraron la presencia de enfermedad celiaca en 3 y de enfermedad
inflamatoria en uno, circunstancias bien contrastadas en la literatura donde se
indican que ambas son las causas no infecciosas mas comunes de esteatorrea en el

nifio.

2.6 Relacién entre los procesos de malabsorcién y mala
digestion con la presencia de parasitos en las heces
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En el 45,5% (25/55) de los pacientes en los que se detectaron parésitos en las heces

se constatd la presencia de cuerpos reductores o de grasas en heces. La presencia

de cuerpos reductores se detectd en 11 pacientes con Giardia sp, 4 con

Cryptosporidium sp y 5 con Blastocystis sp. En el caso de las grasas, en 6 pacientes

con Cryptosporidium sp y 1 con Giardia sp. En la tabla 11 se puede ver el detalle

de los resultados.

Parasitos Determinacién de Estudio de principios | Numero de
cuerpos reductores inmediatos D amentes

0,25%
) 0,50%
Blastocystis sp 1%
Negativo
0,25%
Cryptosporidium 0,25%
ok Negativo
Dientamoeba sp Negativo
FEndolimax sp Negativo
Negativo
0,25%
o 0,25%
Giardia sp 0.50%
Negativo
Giardiasp y Negativo
Blastocystis sp
Total

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
<100 gotas
Negativo
<100 gotas
Negativo
Granulos de almidon
Negativo
<100 gotas
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

[\
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Tabla 38. Distribucién de las muestras positivas a parasitos en funcién de los

procesos de malabsorcion y maladigestion.

En general, estos resultados, demuestran la importancia del diagnédstico de la

infeccion parasitaria en nifios con sindrome de malabsorcion y los resultados de

este estudio concuerdan con otros publicados donde se demuestra una importante
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asociacién entre ambas entidades (Brasitus, 1983; Brasitus, 1979; Aubry, 1983),
ademas estudios mas recientes comunican que mas del 80% de los nifios con
sindrome de malabsorcion estaban infectados por parasitos considerados patégenos

o0 no patégenos como Endolimax nana o Blastocystis sp (Behera et al., 2008).

2.7 Estudio bioquimico: determinacién de calprotectina
fecal

El estudio detectd valores de calprotectina superiores a 50 pg/g en las heces de 120
nifos con diarrea persistente, 15,4% de los casos. La mediana de los valores de
calprotectina, en el total de la poblacién estudiada fue de 12 pg/g (Q1=<10;

mediana=12; Q3=34; minimo=<10; maximo=873).
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Figura 17. Valores de calprotectina en el total de la poblacién estudiada.
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El analisis estratificado en funcién de la edad, presentacién clinica y resultados de

laboratorio, fue el siguiente:

En el grupo de menores de 1 afio, la mediana fue de 227 ng/g (Q1=174;
mediana=227 mcg/g; Q3=257; minimo=114; maximo=369).

9’0|121I12‘)2[183]214'245'276'307'338]369'400
105.5 136.5 167.5 1985 229.5 260.5 291.5 3225 353.5 384.5

Figura 18. Valores de calprotectina en el grupo de menores de 1 afio.

En el grupo de 1 a 4 afios, la mediana fue de 24 pg/g (Q1=<10; mediana=24; Q3=39;

minimo=<10; maximo=873).
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Figura 19. Valores de calprotectina en el grupo de 1 a 4 afios.

En el grupo de 5 a 14 afios, la mediana fue de <10 pg/g (Q1=<10; mediana=<10;

Q3=24; minimo=<10; m4aximo=865).
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Figura 20. Valores de calprotectina en el grupo de 5 a 14 afos.

En el grupo de nifios con diarrea persistente en general, la mediana fue menor de

10 pg/g (Q1=<10; mediana=<10; Q3=23; minimo=<10; maximo=643).
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Figura 21. Valores de calprotectina en el grupo de nifios con diarrea
persistente.

En el grupo de nifios con diarrea persistente mas dolor abdominal, la mediana fue

de 22 pg/g (Q1=<10; mediana=22; Q3=37; minimo=<10; maximo=873).
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Figura 22. Valores de calprotectina en el grupo de nifios con diarrea persistente
mas dolor abdominal.

En el grupo de nifios con diarrea persistente mas hematoquecia, la mediana fue de

118,5 pg/g (Q1=95; mediana=118,5; Q3=37; minimo=65; maximo=570).
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Figura 23. Valores de calprotectina en el grupo de nifios con diarrea persistente
mas hematoquecia.

En el grupo de nifios con malabsorcion de azicares y/o grasas, la mediana fue de

33 pg/g (Q1=<10; mediana=33; Q3=59; minimo=<10; maximo=873).
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Figura 24. Valores de calprotectina en el grupo de nifios con malabsorcién de
azucares y/o grasas.

En el grupo de nifios con infeccién bacteriana, la mediana fue de 123 pg/g (Q1=89;

mediana=123; Q3=265; minimo=<10; maximo=369).
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Figura 25. Valores de calprotectina en el grupo de nifios con infeccion
bacteriana.

En el grupo de nifios con infeccién parasitaria en general, la mediana fue de <10

ng/g (Q1=<10; mediana=<10; Q3=94; minimo=<10; maximo=873).
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Figura 26. Valores de calprotectina en el grupo de nifios con infeccion
parasitaria.
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En el grupo de nifios con infeccién por pardsitos patégenos (Giardia sp y
Cryptosporidium sp), la mediana fue de <10 pg/g (Q1=<10; mediana=<10; Q3=95;

minimo=<10; maximo=233).

»*

0I25I50I75I100I125I150|175'200'225'250
125 375 625 875 1125 1375 1625 187.5 2125 237.5

Figura 27. Valores de calprotectina en el grupo de nifios con infeccién por
parasitos patégenos.

En el grupo de nifios con infeccién por parasitos no patégenos (Blastocystis sp), la

mediana fue de 10 pg/g (Q1=10; mediana=10; Q3=93; minimo=10; mAaximo=873).
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Figura 28. Valores de calprotectina en el grupo de nifios con infeccién por
parasitos no patégenos.

En el grupo de nifios con infeccién parasitarias, valores por encima de 50 pg/g se

constataron en:

Blastocystis sp: en dos pacientes con coinfeccidbn por Salmonella sp 'y
Campylobacter sp, un paciente con enfermedad inflamatoria intestinal
diagnosticada, dos pacientes con diarrea con sangre no filiada y un paciente con

diarrea y dolor abdominal de 1 mes de evolucién también sin filiar.

Cryptosporidium sp: dos pacientes con diarrea con sangre no filiada y un paciente

con diarrea y dolor abdominal de 1 mes de evolucién también sin filiar.

Giardia sp’ en dos pacientes con coinfeccién por Salmonella sp, dos pacientes con
enfermedad inflamatoria intestinal diagnosticada y dos pacientes con diarrea y

déficit de IgA.
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2.8 Comparacién de la capacidad de detectar diarrea
inflamatoria de los leucocitos fecales y calprotectina

La cuantificacion de la calprotectina proporcioné mejor rendimiento que la
deteccién de leucocitos fecales en la deteccién de diarrea inflamatoria, 120 (>50

mcg/g) vs 62 casos.

La comparaciéon de ambas técnicas, se realizé con el médulo de comparacion de
técnicas diagnosticas del programa Epidat 3.1, tomando como referencia la prueba

de la calprotectina, demostré lo siguiente:

Nivel de confianza: 95,0%

Prueba de referencia

Prueba diagnéstica Enfermos Sanos Total
Positivo 62 0 62
Negativo 58 657 715
Total 120 657 777
Valor IC (95%)
Sensibilidad (%) 51.,.67 42,31 61,02
Especificidad (%) 100,00 99,92 100,00
fndice de validez (%) 92,54 90,62 94,45
Valor predictivo + (%) 100,00 99,19 100,00
Valor predictivo - (%) 91,89 89,82 93,96
Prevalencia (%) 15,44 12,84 18,05
fndice de Youden 0,52 0,43 0,61
Razén de verosimilitud + - - -
Razdén de verosimilitud - 0,48 0,40 0,58
Calprotectina
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En general, en nuestro estudio se demuestra que los valores poblacionales de
calprotectina en los nifios con diarrea persistente o crénica son bajos (mediana 12
mcg/g) y que por tanto la mayoria de los nifios estudiados no presentaban una
diarrea crénica de origen inflamatorio. Estos resultados coinciden con otros
estudios que constatan que la cuantificacién de la calprotectina en heces es un
método preciso para discriminar los pacientes con causa organica de diarrea
crénica de aquellos con trastornos funcionales, sobre todo nifios (Carroccio et al.,
2003) y que es un método adecuado para identificar causas inflamatorias de diarrea

crénica (Limburg et al., 2000; Von Arnim et al., 2016).

Sin embargo, se constata que en nifios menores de 1 afio estos valores son mucho
mas altos (mediana 227 mcg/g) que en la poblacién general de nifios estudiados
donde la mediana se situaba en valores por debajo de 50 mcg/g (valores
considerados normales). Este aspecto, se ha puesto en evidencia en otros estudios
(Lehmann et al., 2015) donde se constata que en esta poblacién no existen puntos
de corte validados para discriminar la diarrea inflamatoria de la no inflamatoria.
Aunque se han sugerido una amplia gama de puntos de corte (57-274 mcg /g),
Diamanti et al. (2010) recomienda considerar valores de calprotectina de 160 mcg/g

para discriminar diarrea inflamatoria en menores de un afno.

Un andlisis detallado entre el motivo clinico de peticién y los valores de
calprotectina encontrados muestran valores por debajo de 50 mcg/g en todos los
motivos excepto en los casos de un diagnéstico clinico inicial de diarrea persistente
y hematoquecia donde la mediana de calprotectina se situaba en 118,5 mcg/g. Este
aspecto, se ha constatado recientemente en otros estudios que demuestran que la
calprotectina representa aproximadamente el 30% del citosol de los neutrofilos y
por lo tanto, la hematoquecia aumenta los niveles de calprotectina en la medida de

la extensién del sangrado (Day et al., 2017).

De igual manera, en los nifios con procesos de malabsorcién de azicares o grasas

la mediana de calprotectina se situaba en valores normales (33 mcg/g). Estos

143



resultados coinciden con lo comunicado por Melchior et al que encuentran que los
procesos de malabsorcion o maladigestién per se, no incrementan los niveles de

calprotectina (Melchior et al., 2017).

En los casos en que se constaté un origen infeccioso de la diarrea, en nifos
diagnosticados de diarrea de origen bacteriano los valores de calprotectina se
situaba a niveles patolégicos (mediana 123 mcg/g); mientras que los casos asociados
a diarrea de origen parasitario, los valores de calprotectina fueron muy bajos
(mediana<10mcg/g), cuando este andlisis se estratific6 entre parésitos
considerados patdégenos y no patdgenos los resultados fueron similares. Lo anterior,
coincide con lo comunicado en otros estudios, que indican que la calprotectina fecal
puede ser un marcador util para el estudio de nifios con diarrea infecciosa, ya que
los valores de calprotectina aumentan en la infeccién bacteriana aguda y se
relacionan con la severidad de la sintomatologia (Shastri et al., 2008; Chen et al.,
2012). En el caso de la diarrea crénica estos aspectos también se han puesto en
evidencia, demostrandose ademas su utilidad en la evaluacion y discriminacién de

la diarrea infecciosa de origen bacteriano en nifios (Holtman et al., 2016).

En el caso particular de la diarrea parasitaria y aunque el intervalo intercuartilico
solo incluia nifios con valores normales de calprotectina, se constatd que el rango
alto del andlisis incluia a nifios con valores por encima de 50 mcg/g. En estos nifios,
la presencia de parasitos estaba asociada a diarrea bacteriana, enfermedad
inflamatoria intestinal, hematoquecia o, procesos asociados a déficit de IgA o sin
filiar, pero con sospecha de un origen autoinmune desde el punto de vista clinico.
La utilidad de la calprotectina en el estudio de la diarrea parasitaria en ninos esta
muy poco estudiada, pero los resultados del inico estudio disponible coinciden con
los hallazgos de nuestro estudio, de forma que ausencia de otras causas
subyacentes asociadas a la presencia de parasitos en heces, los valores de
calprotectina son muy bajos excepto en la infeccion por Entamoeba histolytica

(Salman et al., 2017).
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Con independencia de la forma de estratificar los valores de calprotectina en la
poblacién de nifios con diarrea persistente o cronica, se demuestra que aunque los
valores de la mediana se situaban en valores normales de calprotectina excepto en
los casos de diarrea de origen bacteriano o de diarrea persistente con hematoquecia
los intervalos intercuartilicos incluian valores patoldgicos de calprotectina que se
asociaban a enfermedad inflamatoria intestinal, celiaquia o a la inclusién de nifios
menores de un afo. Lo anterior puede afectar al valor discriminatorio de la
calprotectina a la evaluar a nifios que presentan diarrea persistente y sus valores
deberian interpretarse junto a los sintomas clinicos y otras pruebas de laboratorio

(Holtman et al., 2016).

Leucocitos

La sensibilidad de los leucocitos fecales (51,7%), fue muy inferior a la cuantificacién
de la calprotectina en la capacidad de detecciéon de diarrea inflamatoria, este
aspecto ha sido puesto en evidencia en otro trabajo (Granville et al., 2004). Aunque
la deteccion de leucocitos fecales se usa a menudo para detectar diarrea
inflamatoria, su utilidad es muy limitada como demuestra nuestro estudio. El
mejor rendimiento de la calprotectina como marcador de inflamacién detectado en
nuestro estudio coincide con trabajos (Diamanti et al., 2010; Joishy et al., 2009)
que ponen en evidencia la capacidad de la calprotectina para distinguir entre nifios

con diarrea persistente con y sin inflamacion colorrectal.

3. Analisis en conjunto de los resultados de
laboratorio

El estudio en conjunto de los resultados de las pruebas de laboratorio mostré que

en el 11,3% de los casos en las heces se detectaba un microorganismo infeccioso, en
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el 11,7% se demostraban procesos de malabsorcién o maladigestién y en el 12,2%
procesos inflamatorios (incluyendo solo a mayores de 1 afio), aunque en muchas
ocasiones, estos procesos no eran hallazgos aislados, sino que estaban

interrelacionados.

En la tabla 25 se pueden observar con detalle estos resultados.

Diagnoéstico de laboratorio Numero de pacientes

Procesos de malabsorcion 39 5%
Procesos de maladigestion 52 6,7%
Componente inflamatorio (>1 afio) 79 12,2%

Etiologia bacteriana 31 4%
Etiologia parasitaria 55 7,1%
Etiologia virica 2 0,3%

Tabla 39. Analisis general de los resultados de laboratorio obtenidos.
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VI. PROPUESTA
DE
ALGORITMO
DIAGNOSTICO
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V1. Propuesta de algoritmo
diagnéstico para el estudio de
parasitos en el sindrome de
diarrea persistente pediatrico

El algoritmo propuesto en este estudio se ha disefiado para limitar los estudios
parasitarios. El objetivo principal de dicho algoritmo seria reducir los costos

hospitalarios generales e implementar un proceso de diagnostico eficiente.

El concepto de restringir los estudios parasitarios en entornos de baja prevalencia
no es nuevo, Morris et al. (1992) evalué la practica de restringir los estudios a una
sola muestra en lugar de muestras multiples llegaron a la conclusién de que esta
practica en un entorno de baja prevalencia era un medio eficaz para reducir los
costos sin afectar negativamente la atencién del paciente. Branda et al. (2006) llega
a conclusiones similares con este enfoque y especula que la practica de limitar el

numero de estudios es apropiada hasta una prevalencia del 20%.

En nuestro estudio, aunque la prevalencia general de parasitos fue del 7%, la
prevalencia de parasitos con valor clinico contrastado fue del 2,7% e incluian
exclusivamente Giardia lambliay Cryptosporidium parvum. Disefiar un algoritmo
diagnéstico que incluya solo Giardia sp o Cryptosporidium parvum, tampoco es
nuevo y este enfoque ha sido propuesto en otros lugares de baja prevalencia (Beal
et al., 2014; Mosli et al., 2012), que recomiendan plantear el estudio de parasitos
en una segunda fase después de descartar otras condiciones clinicas mas
prevalentes en nifios con diarrea crénica: mediante marcadores inflamatorios,

nutricionales e inmunolégicos, y posteriormente limitar el estudio de parasitos a la
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deteccion de Giardia lamblia Cryptosporidium parvum por técnicas no

microscopicas.

Nuestro estudio, presenta aspectos no contemplados en estos trabajos resefiados, y
es la carga parasitaria moderada o baja encontrada en nifios con diarrea

persistente y que deberia ser tenido en cuenta en la evaluacion de la diarrea.
En base a lo anterior, el algoritmo propuesto, se basaria en lo siguientes pasos.

1. Descartar otras condiciones clinicas mediante marcadores inflamatorios,

nutricionales e inmunolégicos.

2. Emplear una sola muestra de heces o un homogenizado de muestras de tres dias

consecutivos.

3. No emplear técnicas de concentracién en un primer paso de la evaluacién, sino
técnicas de alta sensibilidad: microscopia de inmunoflurescencia para Giardia
lamblia y microscopia fluorescente con tincién de auramina para Cryptosporidium

parvum.

4. En casos especiales y tras revision de la historia cinica, estudiar una nueva

muestra mediante técnicas de concentracidn.
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VII. CONCLUSIONES

1. En el 7,1% de las muestras de nifios con clinica de diarrea persistente del
Area Sanitaria adscrita la Hospital Universitario de Valme se detecta
presencia de parasitos.

2. En funcion del tipo de parasito, se observé que el 2,6% correspondian a
parasitos considerados clasicamente patégenos (Giardia sp 'y
Cryptosporidium sp) y el 4,6% restante a parasitos considerados de dudoso
valor patégeno (Blastocystis sp, Dientamoeba sp y Endolimax sp).

3. La clinica mas prevalente asociada a los casos de parasitosis, fue el de
diarrea persistente asociada a dolor abdominal, siendo comun la presencia
de manifestaciones clinicas extraintestinales.

4. La mediana de edad de los casos de parasitosis, era funcién del parasito
asociado mostré que Giardia sp: presentaba un agrupamiento en torno a los
4 anos, mientras que Cryptosporidium sp y Blastocystis sp: se presentaba
un agrupamiento en torno a los 7 anos.

5. La etiologia bacteriana fue responsable del 3,9% de los casos, siendo
Campylobacter sp era la etiologia bacteriana mas prevalente seguida de
Salmonella sp y Aeromonas sp.

6. La presentacion clinica de los casos de diarrea persistente bacteriana en
nifios fue similar a los casos de diarrea parasitaria, estando presente un
sindrome de diarrea persistente asociada a dolor abdominal en mas de la
mitad de los casos.
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7. En cuatro de los episodios de diarrea persistente la etiologia parasitaria
y bacteriana coexistieron.

8. El estudio en conjunto de las pruebas de laboratorio mostré que en el
11,3% de los casos se detectaba un microorganismo infeccioso, en el 11,7%
se demostraban procesos de malabsorciéon o maladigestiéon y en el 12,2%
procesos inflamatorios, aunque en muchas ocasiones, estos procesos no eran
hallazgos aislados, sino que estaban interrelacionados.

9. En base a este estudio, en mas del 85% de los casos la diarrea se clasifico
como funcional.

10. Los resultados de este trabajo demuestran que las técnicas moleculares
son en general menos sensibles que la microscopia convencional para el
diagnéstico de la infeccidon parasitaria en ninos con diarrea persistente
debido a la baja carga parasitaria y a la presencia de inhibidores en las
muestras.

11. El método de extracciéon de compuestos volatiles del espacio de cabeza
estatico empleado para el analisis de los compuestos volatiles mayoritarios
en heces ha demostrado tener una sensibilidad suficiente y efectiva para
discriminar entre muestras de heces de pacientes no infectados con el
parasito de los que silo estaban.

12. El perfil de compuestos volatiles de las heces de pacientes infectados con
Giardia sp es diferente al de las heces de los pacientes con procesos
diarreicos sin giardiasis.

13. El método de analisis cromatografico empleado permite determinar
compuestos volatiles como posibles biomarcadores de la presencia de
Giardia en heces.
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14. En base a los resultados, el estudio de parasitos en la diarrea persistente
en ninos, se deberia plantear en base a algoritmos de decisiéon basados en
técnicas de deteccion altamente sensibles.
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