Caracteristicas clinico-epidemiolodgicas

de la infeccion por Dientamoeba fragilis

Memoria para optar al grado de Doctora en Medicina

Candela Menéndez Fernandez-Miranda

Directores:
Azucena Rodriguez Guardado

José Fernando Fierro Roza

UNIVERSIDAD DE OVIEDO

Programa de doctorado en Biologia Molecular y Celular

Abril 2021






FOR-MAT-VOA-010 (Reg.2018)

Universidad de Oviedo
s Universida d'Uviéu

sy University of Oviedo

RESUMEN DEL CONTENIDO DE TESIS DOCTORAL

1.- Titulo de la Tesis

Espafiol/Otro Idioma: Inglés:
Caracteristicas clinico-epidemioldgicas de la | Clinical and epidemiological characterististics
infeccion por Dientamoeba fragilis of Dientamoeba fragilis infection

2.- Autor

Nombre: Candela Menéndez Fernandez-Miranda DNI:

Programa de Doctorado: Biologia Molecular y Celular

Organo responsable: Universidad de Oviedo

RESUMEN (Espaiiol)

Dientamoeba fragilis es un protozoo del tracto gastrointestinal, muy prevalente en nuestro
medio y responsable de sintomatologia clinica diversa, principalmente digestiva. Desde la
primera descripcion hace apenas un siglo, son muchos los interrogantes atin sin responder: sus
diversas morfologias y el papel de cada una de ellas, su verdadera prevalencia, su modo de
transmision, su patogenicidad o su tratamiento de eleccion, contintan siendo fuente de
controversia.

El presente trabajo tiene como objetivo principal describir las caracteristicas clinicas de
los pacientes diagnosticados de infeccion por D. fragilis. Como objetivos secundarios se incluyen:
el estudio de la prevalencia de D. fragilis en contactos domiciliarios de pacientes inicialmente
infectados y sus implicaciones, el anadlisis comparativo de la eficacia de los tratamientos
empleados, el estudio de la coinfeccidn por Enterobius vermicularis, y, por tiltimo, la evaluacion de
la patogenicidad de D. fragilis y de los factores de riesgo asociados a la infecciéon por dicho
protozoo.

Para el desarrollo de los citados objetivos se disenid un estudio descriptivo, retrospectivo,
en el que se incluyeron todos los pacientes diagnosticados de infeccion por Dientamoeba fragilis en
la consulta de Medicina tropical del Hospital Universitario Central de Asturias entre enero de
2012 y diciembre de 2017. A todos estos pacientes se les aplico un protocolo de recogida de datos
demograficos, epidemioldgicos y clinicos, para su posterior procesamiento y analisis.

D. fragilis ha demostrado ser un protozoo patégeno, responsable de multiples sintomas,
principalmente dolor abdominal, diarrea y eosinofilia, aunque es cierto que algunos pacientes
infectados se encuentran asintomaticos. Los factores de riesgo asociados a la infeccién por D.
fragilis son: el contacto con nifios, la residencia en zona rural y la coinfeccion por E. vermicularis.
Existe una elevada prevalencia de D. fragilis en convivientes de pacientes inicialmente
diagnosticados de infeccidn por este protozoo, muchos de los cuales se mantienen libres de
sintomas, constituyendo un importante reservorio para la infecciéon. Los dos tratamientos
empleados en nuestro medio: metronidazol y paromomicina presentan tasas de curacion
similares, siendo la coinfeccion por E. vermicularis el inico factor que se ha asociado al fracaso
terapéutico.
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RESUMEN (Inglés)

Dientamoeba fragilis is a protozoan of the gastrointestinal tract, which is very prevalent in
our environment and responsible for diverse clinical symptoms, mainly digestive. Since the first
description just a century ago, there are many unanswered questions. Some of these questions
include its different morphologies and the role of each of them, its actual prevalence, the mode
of transmission, its pathogenicity, and the treatment of choice, which continue to be source of
controversy.

The main objective of the present work is to describe the clinical characteristics of patients
diagnosed with D. fragilis infection. The secondary objectives include: the study of the prevalence
of D. fragilis in household contacts of initially infected patients and its implications, the
comparative analysis of the efficacy of the treatments used, the study of coinfection by Enterobius
vermicularis, and, finally, the evaluation of the pathogenicity of D. fragilis and the risk factors
associated with infection by this protozoan.

For the development of the objectives, a descriptive, retrospective study was performed.
This study includes all patients diagnosed with Dientamoeba fragilis infection who were cared for
in the Tropical Medicine Unit of the Hospital Universitario Central de Asturias, between January
2012 and December 2017. A demographic, epidemiological and clinical data collection protocol
was applied to all these patients, for further processing and analysis.

D. fragilis has been shown to be a pathogenic protozoan, responsible for multiple
symptoms. These symptoms mainly include abdominal pain, diarrhea and eosinophilia,
however, some infected patients are asymptomatic. Risk factors associated with infection by D.
fragilis are: contact with children, residence in a rural area, and co-infection by E. vermicularis.
There is a high prevalence of D. fragilis in household contacts of patients initially diagnosed with
infection by this protozoan, many of whom remain symptom-free, constituting an important
reservoir for infection. The two treatments used in our setting are: metronidazole and
paromomycin which show similar cure rates, with E. vermicularis coinfection being the only factor
that has been associated with therapeutic failure.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO EN
BIOLOGIA MOLECULAR Y CELULAR



La medicina es una ciencia
de la incertidumbre

y un arte de la probabilidad
(William Osler)



A mi hijo José Luis,
el motor de mi vida.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Dientamoeba fragilis es un protozoo de distribuciéon mundial, aislado en el

tracto gastrointestinal humano (1-8) y responsable de sintomatologia clinica

diversa, sobre todo digestiva, de duracion e intensidad variable.

1.1. PERSPECTIVA HISTORICA.

El descubrimiento de Dientamoeba fragilis se atribuye a Charles Wenyon,
protozodlogo inglés, que en 1909 describid este protozoo tras realizar un estudio

parasitoldgico de sus propias heces (1).

Sin embargo, hasta 1918 no fue descrito por primera vez en la literatura, por

parte de Margaret Jepps (Fig. 1) y Cecil Clifford Dobell (Fig. 2) (9).

Figura 1. Margaret Jepps. Figura 2. Cecil Clifford Dobell.

Dobell, bidlogo y protozoologo inglés que dedico gran parte de su carrera al

estudio de Dientamoeba fragilis, escribio en 1940:

“Para los protozodlogos, si no para los médicos, Dientamoeba fragilis es ahora,
quizds, la mds interesante de todas las amebas intestinales del hombre: porque

sabemos menos sobre ella que sobre cualquier otra, y su ciclo vital y su actividad

Pag. 1



INTRODUCCION

siguen siendo un misterio. Desde la primera vez que vi este curioso organismo, en
1917, he estado intrigado por sus peculiaridades, y he aprovechado cada ocasién para
estudiarlo mds a fondo; sin embargo, después de mds de 20 afios de trabajo y reflexion,

aun estoy desconcertado...” (9).

Cien afios después de su descubrimiento, y a pesar de ser una importante e
infradiagnosticada causa de sintomas gastrointestinales en multiples paises (1-5)
aun existen muchas dudas acerca de su ciclo vital, prevalencia, patogenicidad y

tratamiento de eleccion.

1.2. CLASIFICACION Y TAXONOMIA.

D. fragilis fue inicialmente clasificado como una ameba por su movilidad
mediante pseudopodos (9). Pronto Dobell describi¢ las similitudes entre D. fragilis
y otros protozoos flagelados tales como Histomonas meleagridis (protozoo patdgeno
que afecta a las aves) (10). Dobell concluyé que D. fragilis era un flagelado que en
algiin momento de la evolucion habia perdido los flagelos. Posteriormente, y
gracias a los estudios de transmision con microscopia electronica llevados a cabo
por Camp et al. (11), y a la informacion obtenida a partir de la secuenciacion del
ARN ribosomal de la subunidad 168, se concluyé que se trata de una tricomona que

carece de flagelo en su forma de trofozoito.

Dwyer et al. (12,13) emplearon inicialmente métodos de difusion en gel y
anticuerpos fluorescentes, y posteriormente técnicas de inmunoelectroforesis (14),
para demostrar las similitudes antigénicas entre Dientamoeba, Histomonas y

Tricomonas.

En la actualidad, Dientamoeba fragilis es una Especie clasificada bajo el Filo
Parabasalia, Clase Tritrichomonadidae, Orden Trichomonadida, Familia

Dientamoebidae, Género Dientamoeba (Tabla 1) (1,15).

Pag. 2



INTRODUCCION

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Dientamoeba fragilis.

Taxonomia Clasificacién
Filo Parabasalia
Clase Tritrichomonadidae
Orden Trichomonadida
Familia Dientamoebidae
Género Dientamoeba
Especie Dientamoeba fragilis

1.3. MORFOLOGIA.

Morfologicamente el trofozoito de D. fragilis (Figuras 3, 4A y 4D) es un
organismo pleomorfo de tamafio pequeno, entre 5 y 15 uM, con forma redondeada
u ovalada (16). Se han descrito trofozoitos de mayor tamano (hasta 40 pM), pero
unicamente procedentes de cultivo (1). En las heces frescas el citoplasma presenta
una clara diferenciacion endo-ectoplasmica. Los trofozoitos muestran un
movimiento activo gracias a la emision de pseuddpodos hialinos, que presentan una
caracteristica forma de “abanico”, y estdn constituidos por 16bulos y hendiduras
(1,5,17,18). La motilidad del trofozoito es dependiente de la temperatura a la que se

encuentre, disminuyendo de forma considerable a bajas temperaturas (10).

En frotis tenidos con tricrémico o hematoxilina, los trofozoitos se distinguen
con nitidez (Fig. 4A). Los trofozoitos pueden tener de 1 a 4 nucleos (17-20), siendo
la forma binucleada la mas caracteristica, presente en aproximadamente un 60-80%
de ellos (5,9,18). Los nucleos son pequetios (2-3 uM) y contienen de 3-8 granulos de
cromatina. La cromatina periférica esta ausente (16); la membrana nuclear es muy
fina y a menudo dificil de distinguir. En las formas binucleadas, los ntcleos pueden
estar unidos por un hilo fino y conector (desmosoma o centrodesmosoma), que

representa la detencion de la division nuclear en la telofase (10,16,17,21).
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Figura 3. Representacion esquematica de un trofozoito de D. fragilis.

Trofozoito Prequiste Quiste

Figura 4. Imagenes de microscopia Optica y representaciones esquematicas de trofozoito,
quiste y prequiste de D. fragilis. A: Trofozoito de D. fragilis tefiido con tricrémico. B:
Prequiste de D. fragilis tefiido con hematoxilina férrica; C: Quiste de D. fragilis tefiido con
hematoxilina. D, E y F: Representacion esquematica de las diferentes formas de Dientamoeba
fragilis: trofozoito (D), prequiste (E) y quiste (F).
Fuente: Stark D, Garcia LS, Barratt JL, et al. Description of Dientamoeba fragilis cyst and precystic
forms from human samples. | Clin Microbiol. 2014;52(7):2680-2683.
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En preparaciones humedas, el citoplasma presenta una apariencia finamente
granulada, y en frotis tefidos, es posible observar inclusiones alimentarias de
diversa naturaleza (1), con bacterias, mielina o almidén de arroz en su interior (5).
D. fragilis se alimenta mediante fagocitosis, y los productos de deshecho se
acumulan en las vaculas digestivas para ser posteriormente eliminados por
exocitosis (5).

Gracias a los estudios de microscopia electronica (18) se han identificado dos
poblaciones celulares dentro de los trofozoitos segtin la superficie celular: células
lisas y rugosas (Figuras 5A y 5B). Las células de superficie rugosa representan un
90% de los trofozoitos, si bien se ha observado que con el paso del tiempo aumenta
el nimero de trofozoitos de superficie lisa. Se han relacionado los trofozoitos de
superficie lisa con etapas previas de pseudoquiste (18), pero a dia de hoy se

desconoce su verdadera importancia (1).

Figura 5. Diferentes superficies celulares que presentan los trofozoitos de D. fragilis a

través de microscopia electronica de barrido; A: superficie lisa, B: superficie rugosa.

Fuente: Stark D, Barratt ], Chan D, Ellis JT. Dientamoeba fragilis, the Neglected Trichomonad
of the Human Bowel. Clin Microbiol Rev. 2016 Jul;29(3):553-80.

Banik et al. (18) también describieron, gracias a la microscopia electrénica de
barrido, la presencia de virus enddgenos en los trofozoitos de D. fragilis. Muchos
protozoos son huéspedes de virus, los cuales en ocasiones contribuyen a su

virulencia, aunque en el caso concreto de D. fragilis se desconocen sus implicaciones

(1).
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Clasicamente se habia considerado que D. fragilis carecia de etapas de
prequiste (Fig. 4B y 4E) y quiste (Fig. 4C y 4F). Sin embargo, ambos han sido
descritos recientemente por Stark et al. (22) tras examinar nuevamente 500 frotis
tefidos previamente, positivos para D. fragilis, por inmersion en aceite (1.000
aumentos), mediante microscopia Optica. Describieron un total de 5 quistes en 4
muestras de pacientes (prevalencia: 0,01%), y formas prequisticas o de pseudoquiste

en 163 de las 500 muestras (prevalencia: 32,6%) (22).

Morfologicamente el prequiste se caracteriza por tener forma esférica
compacta, con un tamano que oscila entre 3,5 y 5 uM de didmetro,
aproximadamente la mitad que el trofozoito, y presentar uno o dos nucleos (16,22).
El citoplasma rara vez contiene inclusiones, es homogéneo y finamente granulado,
y se tifie con gran intensidad, lo que indica que se trata de una estructura mas densa

que la del trofozoito (16,22).

Los quistes se caracterizan por estar rodeados de una zona clara (espacio
peritrofico) y de una pared de unos 5 um de didmetro (22). La estructura nuclear es
idéntica a la de los trofozoitos. Los quistes son binucleados, y cada nticleo contiene
un cariosoma central grande y se encuentra rodeado de una fina membrana nuclear
(16). El ntcleo suele fragmentarse en distintos granulos de cromatina denominados
"paquetes de cromatina" (22). Dentro del quiste a menudo se observan restos de
componentes flagelares, lo que sugiere que a lo largo de la evolucién D. fragilis ha
perdido el flagelo, como describi6é Dobell (10), adoptando una morfologia similar a
la amebiana, lo cual le facilita su desarrollo y movilidad en el intestino (19). Sin
embargo, otros autores sostienen que D. fragilis no ha perdido el flagelo, sino su
capacidad de expresarlo externamente (20). Los quistes rara vez se encuentran en
muestras clinicas, lo cual justifica las escasas descripciones de los mismos en la

literatura.

Se ha discutido la existencia de mas de un genotipo de D. fragilis. Johnson et

al. (23) y posteriormente Peek et al. (24), mediante el andlisis de polimorfismo
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genético de un fragmento de restriccion de ARN ribosomal de la subunidad 16S
amplificado mediante PCR, han descrito 2 tipos genéticamente diferentes de D.

fragilis, siendo el genotipo 1 el mas frecuente.

Existen dos estudios llevados a cabo recientemente, uno realizado por Caccio
et al. (25), en el que se analizaron 11 muestras y el otro por Greigert et al. (26) en el
que fueron estudiados 23 pacientes, describiendo ambos autores la presencia de

genotipo 2 inicamente en una muestra (9,09% y 4,35% respectivamente).

Las diferencias entre los genotipos 1 y 2 se estiman en aproximadamente un
2% (23,24,27). No ha sido posible demostrar diferencias en la patogenicidad de

ambos genotipos (23,24).

Hussein et al. (28) investigaron la variabilidad genética de D. fragilis a partir
de 30 muestras fecales de pacientes con enfermedad inflamatoria intestinal. Para
ello emplearon el analisis de alta resolucion de fusion (HRM: High Resolution Melt),
técnica de biologia molecular que se basa en el estudio y comparacion de las cadenas
de ADN, que comienza con la realizacion de una PCR convencional. Detectaron 4
perfiles o subtipos. El perfil 1 fue el predominante (50%), el perfil 2 estuvo presente
en el 20% de las muestras, y los perfiles 3 y 4 se detectaron en el 16,7% y 13,4%
respectivamente. En cuanto a la relacion entre los perfiles de los pacientes y la
clinica que presentaban demostraron que la mayoria de los pacientes con perfil 1
(73,4%) y perfil 4 (75%) de D. fragilis tenian diarrea cronica intermitente. Todos los
pacientes con perfil 2 de D. fragilis tenian diarrea aguda, y los pacientes con perfil 3
de D. fragilis tenian habito intestinal alternante, con fases de diarrea y otras de

estrenimiento. Todas las diferencias resultaron estadisticamente significativas (28).

Recientemente, en 2020, Gough et al. (29) lograron secuenciar por primera
vez el gen de la subunidad 28S del ribosoma de D. fragilis a partir de material

genético obtenido mediante cultivo.
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1.4. BIOLOGIA Y CICLO VITAL.

Tanto el ciclo vital como el mecanismo de transmisién de D. fragilis son temas

controvertidos. En cuanto a la forma de transmision se han propuesto dos teorias

principales: la via fecal-oral (1,16,30) y la transmision a través de un helminto que

acttia como vector: Enterobius vermicularis (31-39) (Figura 6).

ODPDx Dientamoeba fragilis prapma gy
IDC
" 7z

e Hypothetical
transmission via

(\\)L" ) Enterobius eggs. ] Possible involvement
of pre-cyst and cyst stages

LY Direct fecal—oralfe
‘ transmission yé

>
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lumen of colon
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£

Dlagnosticstage o Trophozoites in feces <J

Figura 6. Ciclo vital de D. fragilis.

Los trofozoitos presentes en la luz intestinal tras ser ingeridos se multiplican por fision
binaria y se eliminan a través de las heces (1). Estos trofozoitos (probablemente junto con
los quistes y prequistes), contaminan el agua y/o los alimentos que posteriormente son

ingeridos por otros pacientes o animales (2), o bien son vehiculados a través de los huevos

de helmintos, especialmente de Enterobius vermicularis (3) cerrandose el ciclo.

Centers for Disease Control and Prevention. “ Dientamoeba fagilis infection”
Fuente: https://www.cdc.gov/dpdx/dientamoeba/index.html

Clasicamente se ha descrito la transmision de D. fragilis por via fecal-oral,

tanto en modelos animales como humanos (1,16,20,22,30), pero dado que se ha
demostrado que los trofozoitos de D. fragilis sobreviven poco tiempo fuera de su
hospedador, cada vez son mas los autores que apoyan la transmision de D. fragilis

a través de E. vermicularis, o bien la posible existencia de otras formas de resistencia,

como los quistes (1).
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El modelo clasico de transmision fecal-oral implica que los trofozoitos de D.

fragilis se multiplican en el intestino delgado del huésped (humanos o animales,
entre los que se incluyen animales domésticos, de granja y salvajes) por fision
binaria, y posteriormente son excretados a través de las heces. Estos trofozoitos
contaminan los alimentos y/o el agua, que posteriormente son ingeridos por otros
humanos o animales hospedadores, cerrando el ciclo y perpetuando la infeccion
(1,7,16). Como se ha explicado anteriormente, recientemente se han descrito las
formas de quiste y prequiste en muestras de heces humanas, pero no esta claro su

papel en el ciclo vital (22).

La transmision de D. fragilis vehiculada por huevos de Enterobius vermicularis

se ha sugerido repetidamente debido a las grandes tasas de coinfeccion descritas en

la mayoria de los trabajos (31-39).

La posibilidad de que E. vermicularis actiie como vector de D. fragilis fue
postulada por Burrows et al. (36) en 1956. Estudios experimentales posteriores
demostraron que la ingestion de huevos de E. vermicularis va ligada en muchas
ocasiones a la infeccion por D. fragilis, asumiendo que los huevos de E. vermicularis
albergan los trofozoitos, bien en su interior o bien en su superficie externa (38).
Recientemente esta hipotesis de trasmision ha sido apoyada por estudios realizados
a nivel molecular; Ogren et al. (31) detectaron ADN de D. fragilis mediante PCR en
18 (85,71%) de 21 muestras de huevos de E. vermicularis recogidas de pacientes con
D. fragilis, y Roser et al. (34) detectaron ADN de D. fragilis en la superficie de los
huevos de E. vermicularis en 39 de 99 muestras analizadas (39,39%). Todos estos
hallazgos apoyan el papel de E. vermicularis en la transmision de D. fragilis, sin
embargo, la deteccion de ADN de D. fragilis en los huevos de E. vermicularis no
confirma la existencia de organismos vivos, por lo que son necesarios mas estudios

experimentales para probar este punto.

Ademas de la via clasica de transmision fecal-oral y de la transmision

tavorecida por E. vermicularis, se han postulado otras formas de transmision
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alternativas como la zoonotica, la transmision directa persona a persona (40—43), y

la transmisién mediante el consumo de aguas contaminadas (44).

El mecanismo de transmision directo persona-persona esta respaldado por la

alta tasa de contactos o convivientes infectados encontrados en investigaciones
previas (40—43), con prevalencias que oscilan entre un 30% (42) y un 52% (40). La
posibilidad de transmision persona a persona y la alta tasa de infeccion por D.

fragilis en contactos domiciliarios explicaria la creciente prevalencia del parasito.

Con respecto a la transmision zoondtica se ha descrito infeccion por D. fragilis

en multiples especies animales, tanto salvajes como domésticos (45-53), lo que
sugiere un potencial zoonoético para la transmision humana. Sin embargo, existen
dudas sobre la reactividad cruzada con otras tricomonas encontradas comtinmente
en muestras de animales, y ademas las prevalencias observadas en los estudios

realizados son muy bajas (<1%) (42,53).

Kauppinen et al. (44) en 2019 han descrito por primera vez en la literatura un
brote de infeccion por D. fragilis secundario a la rotura y consiguiente
contaminacion de una tuberia de agua potable. Esta forma de transmision, aunque
es muy frecuente para otros muchos patégenos nunca habia sido descrita en el caso
de D. fragilis.

Son muchas las hipdtesis de transmision que se han postulado hasta la fecha,
sin embargo y a pesar de la evidencia disponible, la forma de transmision de D.
fragilis sigue siendo controvertida, por lo que se requieren estudios experimentales

adicionales para probar o refutar los ciclos de vida propuestos.

1.5 EPIDEMIOLOGIA.

Dientamoeba fragilis tiene una distribucion cosmopolita con tasas de
prevalencia que oscilan entre 0,9-89% (4,27,54-92) dependiendo del tipo de paciente

estudiado y del método diagnostico empleado (Tabla 2).
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Tabla 2. Prevalencia de D. fragilis en los diferentes estudios publicados.

Meétodo diagnéstico  Referencia bibliogrifica N Pais Prevalencia
Prociv. et al. (54) 260 Australia 1,50%
Cultivo Rayan et al. (4) 168 Egipto 29,80%
Windsor et al. (55) 976 Reino Unido 2,60%
Ayadi et al. (56) 27058 Tanez 5,50%
Burgana et al. (57) 13983 Espana 8,20%
Calderaro et al. (58) 8886 Italia 1,68%
Crotti et al. (59) 3139 Italia 3,70%
Crotti et al. (60) 151 Italia 11,30%
Fletcher et al. (61) 910 Australia 12,00%
Girginkardesler et al. (62) 400 Turquia 8,80%
Gonzalez-Moreno et al. 8313 Espafia 1,60%
Jimenez et al. (64) 3388 Venezuela 1,80%
Kaminsky et al. (65) 266 Honduras 3,00%
) , Keystone et al. (66) 900 Canada 8,60%

Microscopia  y i on et al. (67) 34 (VIH) Brasil 3,00%
Mendez et al. (68) 82 (VIH) Argentina 25,60%
Millet et al. (69) 81 EEUU 52,00%
Ortega et al. (70) 150 EEUU 1,30%
Preiss et al. (71) 123 Alemania 82,90%
Sarkari et al. (72) 1025 Irdn 0,19%
Schuster et al. (73) 3719 Inglaterra 14,60%
Shehata et al. (74) 200 Egipto 8,00%
Stark et al. (75) 6750 Australia 0,90%
Stensvold et al. (93) 103 Dinamarca 11,65%
Windsor et al. (77) 857 Oman 5,10%
Aykur et al. (78) 490 Turquia 12,04%
Bruijnesteijn et al. (79) 397 Paises Bajos 32,00%
Calderaro et al. (80) 491 Italia 21,40%
Clemente et al. (81) 575 Italia 14,78%
Incani et al. (82) 228 Venezuela 40,40%
Jokelainen et al. (83) 142 Dinamarca 68,30%
Julio et al. (84) 176 Portugal 6,30%
Maas et al. (85) 163 Paises Bajos 61,96%
Yakoob et al. (86) 171 Pakistan 4,00%

Reaccidon en 1419 r;liﬁo.“s E; a

cadena de la Ogren et al. (87) H earrlf;sbs: 14 Suecia 73,00%

polimerasa (PCR) Profesores: 16
B Nifios: 100
Ogren et al. (88) Adultos: 80 Vietnam 5,00%
Sanos: 88

Osman et al. 249 (3-16 anos) Libano 60,6%
Roser et al. (90) 22000 Dinamarca 43,00%
Sarafraz et al. (91) 1000 Iran 2,30%
Stark et al. (27) 750 Australia 5,20%
Stark et al. (92) 472 Australia 5,50%
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Aquellos estudios en los que se emplean técnicas mas sensibles, como es el
caso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) describen generalmente

prevalencias mas elevadas.

Dientamoeba fragilis ha sido descrita tanto en paises desarrollados como
Suecia (73%) (87), Dinamarca (43-68,3%) (80,90), Paises Bajos (32-61,96%) (79,85), e
Italia (1,68-21,4%) (58-60,80,81), como en paises en desarrollo: Venezuela (1,8-
40,4%) (64,82), Egipto (8-29,8%) (4,74) o Vietnam (5%) (88) entre otros, con cifras de
prevalencia muy variables, siendo reconocido actualmente como el protozoo mas

prevalente tras Blastocystis hominis (4) (Tabla 2).

En cuanto a la distribucién por edad o sexo, actualmente no hay consenso
cientifico. La mayoria de estudios describen un pico incidencia en edad pediatrica
y un segundo pico de menor magnitud en adultos jovenes (edades comprendidas

entre 30 y 40 anos) (2,5,90,93,94).

En relacion con el sexo, la mayoria de estudios describen una mayor
prevalencia en mujeres (56,95,96), aunque solo significativo en adultos en edad
parental (90). Sin embargo, otros estudios no mostraron diferencias entre hombres
y mujeres, o incluso describen una mayor incidencia en hombres, sobre todo en

edades inferiores a los 20 afios (3,94).

Tampoco hay consenso sobre la existencia de un patron estacional en la
infeccion por D. fragilis, con resultados contradictorios en la literatura. Grendon et
al. (95) describen una mayor incidencia de infecciones en los meses de primavera y
verano. Por el contrario, Roser et al. (90) identificaron un mayor riesgo en otofio (OR
1,17) y en invierno (OR 1,13), con resultados estadisticamente significativos, y

Schure et al. (97) también observaron una mayor incidencia en invierno.

Pag. 12



INTRODUCCION

1.6 FACTORES DE RIESGO.

Se han descrito varios factores de riesgo para la infeccion por D. fragilis, que
incluyen la presencia de otros convivientes infectados (41,42,89,98) o nifios en la
familia (99), la coinfeccion por E. vermicularis (31-39), el historial de viajes

(72,94,100,101) o la inmunosupresion.

Stark et al. (42) observaron tasas de infeccion en contactos domiciliarios de

pacientes con D. fragilis cercanos al 30%, muchos de ellos sintomaticos. Gray et al.
(98) describieron un grupo familiar de cinco miembros, todos ellos con infeccién por
D. fragilis, con marcada eosinofilia. Osman et al. (89) llevaron a cabo un estudio en
el que participaron 229 nifios y concluyeron que la infeccion por D. fragilis se asocio
significativamente con la existencia de miembros del mismo hogar con sintomas
gastrointestinales (p=0,01; OR 2,2 IC95% [1,2-3,9]) sin diferencias significativas en el

sexo, edad, nivel socioecondmico o contacto con animales.

La coinfeccion por E. vermicularis es, como se ha comentado anteriormente,

muy frecuente entre los pacientes infectados por D. fraglis. Este hecho ha dado lugar
a que no solo sea considerado como un factor de riesgo, sino que se haya reconocido

como una de las principales formas de transmision de dicho protozoo (31,34,38).

El antecedente de viaje ha sido estudiado por varios autores

(72,75,94,100,101), proponiéndose incluso que la infeccion por D. fragilis pueda ser
una de las causas de diarrea del viajero (100), si bien es cierto que el numero de

pacientes incluidos en estos trabajos es muy pequenio.

La inmunosupresion es otro de los puntos que se ha estudiado, dado que por

norma general predispone a un mayor riesgo de padecer cualquier tipo de
enfermedad infecciosa. En el caso concreto de la infeccion por VIH, existen datos
contradictorios en la literatura, Méndez et al. (68) describieron un porcentaje
significativamente mayor de infeccion por D. fragilis en pacientes VIH positivos,

mientras que Lainson R et al. (67) y Stensvold et al. (76) describen prevalencias muy
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bajas en este grupo, incluso inferiores a la poblacién inmunocompetente. Otro
estudio realizado a pacientes inmunocomprometidos por diversas causas
(neoplasia, inmunodeficiencia primaria o trasplante) (102) tampoco demostr6 una

prevalencia de D. fragilis superior a la de la poblacion general.

1.7 PATOGENIA.

Dientamoeba fragilis es un parasito del tracto gastrointestinal humano cuya
patogenicidad ha sido discutida desde su descubrimiento. Unicamente se han
publicado hasta la fecha dos estudios basados en un modelo animal (20,103) para

tratar de probar este punto.

Munasinghe et al. (20) en 2013 disefiaron un estudio con el objeto de
demostrar mediante los postulados de Koch, la patogenicidad de D. fragilis. En este
estudio compararon dos grupos de ratones, al primero de ellos (grupo de
intervencion) se le inocul6 D. fragilis (administracion oral de 10°-10° trofozoitos de
D. fragilis cultivados in vitro), y al segundo (grupo control) se le administrd una
preparacion de bacterias procedentes del cultivo de D. fragilis, pero sin dicho
protozoo. Posteriormente se analizd el peso y las caracteristicas de las heces de
ambos grupos de ratones. Los autores de este estudio observaron que los ratones a
los que se les habian inoculado trofozoitos de D. fragilis presentaban diarrea
intermitente con presencia de leucocitos en heces y un adelgazamiento medio de
2,38 gramos (12% de su peso corporal total), en comparacion con los ratones

pertenecientes al grupo control que se encontraban asintomaticos.

Por otra parte, observaron en los ratones del grupo de intervencion la
eliminacion de quistes de D. fragilis en heces, y la presencia de inflamacién de la
mucosa intestinal no presente en el grupo control. Este estudio demuestra que D.
fragilis cuample los 4 postulados formulados por Robert Koch (1843-1910), y que todo

agente patdgeno debe presentar para ser considerado como tal:
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1. El agente patdgeno debe estar presente en los animales enfermos y ausente
en los sanos.

2. El agente debe ser cultivado en un cultivo axénico puro aislado del cuerpo
del animal.

3. El agente aislado en un cultivo axénico debe provocar la enfermedad en un
animal susceptible al ser inoculado.

4. El agente debe ser aislado de las lesiones producidas en los animales de

experimentacion, y debe ser exactamente el mismo que el original.

En 2016 El-Gayar et al. (103) estudiaron nuevamente la infectividad y la
patogenicidad de D. fragilis en un modelo animal experimental. Inocularon, por via
oral, trofozoitos de D. fragilis cultivados in vitro a tres grupos de ratones en distintas
cantidades (10°% 10° y 4x10° trofozoitos/ 0,5 mL respectivamente) y lo compararon
con un grupo control, al que se administraron 0,5 mL de un medio de cultivo libre
de patdgenos. Durante el periodo de estudio no se observd ninguna infeccion en el
primer grupo de ratones (0/8), del segundo grupo se infectaron 3/8 ratones, al cuarto
dia tras el indculo, y del tercer grupo se infectaron todos los ratones (8/8), al segundo
dia tras el indculo. Los ratones del grupo 3 presentaron heces blandas, pérdida del
10% del peso corporal y disminucion de la actividad, y los ratones del grupo 2
unicamente heces menos formes. En el estudio histopatologico del colon y ciego de
los ratones del segundo grupo se observo inflamacion irregular con hiperplasia de
las glandulas coldnicas, mientras que los ratones del tercer grupo (grupo de mayor
inoculo) presentaron un infiltrado inflamatorio marcado de mucosa y submucosa
del colon con presencia de células inflamatorias mixtas tales como eosindfilos,
neutrofilos y linfocitos dentro de la ldmina propia de la pared intestinal (103). Estas
diferencias observadas podrian deberse al grado de indculo del parasito en el

intestino grueso, como asi ha afirmado recientemente Jong et al. (104).

Otros muchos estudios han tratado de demostrar el potencial patogénico de

Dientamoeba fragilis. Shein et al. (105) describieron en una biopsia de intestino de un
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paciente infectado por D. fragilis la presencia de ulceras. Ockert et al. (106)
demostraron cambios inflamatorios en la mucosa del recto y del colon sigmoide en

pacientes infectados por D. fragilis, compatibles con proctitis cronica o hemorragica.

Muchos autores han propuesto la relacion entre D. fragilis y apendicitis con
resultados contradictorios. Burrows et al. (107) describieron la presencia de D.
fragilis en el tejido conectivo fibroso de la submucosa de 11 apéndices. Por el
contrario, Cerva et al. (96) no encontraron relacion entre la presencia de D. fragilis y

el dafo en la mucosa membranosa del apéndice.

Cuffari et al. (101) describieron un caso de colitis eosinofilica en una nina de
4 anos con diarrea cronica, en cuya biopsia de colon descendente se objetivo un
infiltrado eosinofilico. El estudio coproparasitario demostré la presencia de

trofozoitos de D. fragilis. Tras recibir tratamiento la diarrea de la paciente remitio.

Varios estudios han relacionado la infeccion por D. fragilis y consiguiente
inflamacién intestinal, con la presencia de calprotectina en heces (104,108). La
calprotectina es una proteina que se libera principalmente de neutrofilos,
monocitos, macréfagos y células epiteliales submucosas, cuya presencia en heces es
un marcador de inflamacidén intestinal. Aykur et al. (108) han demostrado
recientemente la elevacion de calprotectina fecal en pacientes infectados por D.

fragilis, hallazgo que apoya la patogenicidad de dicho protozoo.

En conclusion, D. fragilis produce cambios inflamatorios a nivel de mucosa
intestinal principalmente del colon, sobre todo cuando el indculo es elevado
(20,103,104,108). No obstante, es necesario el desarrollo de nuevos modelos

animales para conocer mejor la patogenia de la infeccidn por D. fragilis.

Sin embargo, algunos autores atin siguen poniendo en duda la patogenicidad
de D. fragilis, como asi demuestran varios estudios de casos y controles publicados
recientemente (109-112), que no han encontrado diferencias en la incidencia
infeccion por D. fragilis entre los individuos sintomaticos y sus controles,

describiendo en alguno de ellos una incidencia incluso mayor entre los controles.
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Uno de estos estudios, publicado en 2020 por Kurt et al. (112) y titulado “Is
Dientamoeba fragilis a Friend or a Foe?...”, describe a este protozoo por un lado como
un “amigo”, dado que ha sido aislado en muestras de individuos asintomaticos, y

por otro como un “enemigo” por su potencial patogénico.

1.8 SINTOMATOLOGIA CLINICA.

El papel de D. fragilis como causante de patologia gastrointestinal es
controvertido, aunque la evidencia cientifica disponible la relaciona con multiples
sintomas, entre los que destacan el dolor abdominal y la diarrea. A pesar de todo
ello, aan existen dudas sobre su periodo de incubacion, los mecanismos de
transmision, el porcentaje de pacientes asintomaticos y por tanto su verdadera

prevalencia, y su relacion con el sindrome del intestino irritable.

Multiples estudios describen sintomatologia clinica atribuible a la infecciéon
por D. fragilis (1-5,8,16,18,19,60,62,69,78,94,105,113-116) con una duracién muy

variable, desde dias hasta dos afios, entre los que se incluyen:

e Sintomas gastrointestinales. Son los sintomas descritos en la mayor parte de

trabajos e incluyen: dolor abdominal de intensidad y duracion variable (1-
5,7,8,16,19,40,113,117-120), diarrea aguda o crdnica, en ocasiones con
presencia de leucocitos (5,7,8,19,69,89,94,95,100,105,113,117,121), y con
menor frecuencia nauseas y vomitos (75,94,122). La presencia de diarrea se
ha asociado con mayor frecuencia a infeccion aguda, y la presencia de dolor
abdominal con la infeccidén cronica (123). Otros sintomas descritos han sido
la distensiéon o disconfort abdominal (95,97,104,114,120), la flatulencia
(5,97,104,124,125) y el reflujo (126). D. fragilis también se ha relacionado con
la aparicion del sindrome de intestino irritable (28,86,99,127-131), de modo
que algunos autores describen una mejoria clinica e incluso la desaparicion

de los sintomas tras su erradicacion.
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e Sintomas generales o constitucionales. Dentro de este grupo se incluyen: la

tiebre (94,97,104,116), la astenia (4,62), la anorexia (4,62,104,116), la pérdida
de peso (94,95,97), y la ausencia de ganancia ponderal en nifios (126).

e Sintomas y/o alteraciones cutdneas, principalmente en forma prurito (5,119)

y aparicion de lesiones cutdneas compatibles con urticaria (132,133). Yang et
al. (39) describieron en 1977, la relacion entre D. fragilis y urticaria.
Recientemente, Vezir et al. (133) relacionaron la urticaria cronica con
infecciones causadas por algunos protozoos como Blastocystis spp. y D.

fragilis, demostrando la mejoria de los pacientes tras su erradicacion.

e Otros sintomas: Algunos autores han descrito de manera puntual otros
sintomas como cefalea (126), cervicalgia (104), insomnio (97,104) o
irritabilidad (123).

Talis et al. (134) han descrito la presencia de D. fragilis en 21 de 136 muestras
bilis o vesiculas biliares extirpadas quirurgicamente, aunque no especifican los

antecedentes ni la sintomatologia que presentaban los pacientes.

Las infecciones graves por D. fragilis se han descrito ocasionalmente en forma
de colitis o apendicitis (2,5,68,94,96,101,104-107,135). Schwarzt et al. (135) describen
el caso de una paciente con dolor abdominal inespecifico que consult6 en urgencias
por un cuadro clinico compatible con apendicitis, resultando todas las pruebas
realizadas normales, salvo el estudio coproparasitario, que demostrd la presencia
de abundantes trozofoitos de D. fragilis. El diagnostico se demord varios dias puesto
que no se sospechd que el cuadro clinico de la paciente pudiera deberse a una

infeccion por D. fragilis. Los sintomas desaparecieron al tratar la infeccion.

La duracion de los sintomas es muy variable, describiéndose formas crénicas

en muchos de los trabajos publicados (2,85,94,117,122), de incluso afios de duracidn.

D. fragilis e Isospora belli son los tinicos protozoos que se han asociado con la
presencia de eosinofilia periférica, especialmente en ninos. Son mdultiples los

estudios que describen la presencia de eosinofilia en pacientes con diagndstico de
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infeccion por D. fragilis (2,71,97,101,104,114,123), con prevalencias que oscilan entre
un 13,64% (2) y un 63,64% (101).

La mayoria de los estudios sugieren que hasta un 30% de los individuos
infectados por D. fragilis pueden actuar como portadores asintomaticos
(60,62,95,101,123,136). Jong et al. (104) realizaron un estudio de casos y controles en
el que incluyeron 132 pacientes con dolor abdominal crénico y 77 controles.
Identificaron D. fragilis en el 43,2% de los individuos sintomaticos y en un 50,6% de
los asintomaticos (p=0,255), concluyendo que no existe relacion entre el dolor

abdominal cronico y la infeccion por D. fragilis.

1.9 DIAGNOSTICO.

Desde la primera descripcion de D. fragilis han sido varias las técnicas
empleadas para su identificacion y por tanto para su diagndstico. Inicialmente la
microscopia, ensayandose el uso de varias combinaciones entre liquido de fijacion
y tincion con el objeto de mejorar el rendimiento diagnostico (1,5,136). Mas tarde se
estudid el cultivo, empleandose diferentes medios y diversas condiciones,
demostrandose que se trataba de un método mas sensible que el anterior (55,137).
Otra técnica descrita ha sido la inmunofluorescencia indirecta, con gran

especificidad, pero sin aplicacién clinica (1,138).

La verdadera revolucion en el diagndstico de Dientamoeba fragilis ha sido la
experimentada en los ultimos anos, gracias al desarrollo de nuevas técnicas basadas
en la biologia molecular, especialmente la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), que en la actualidad se ha posicionado como la prueba de eleccion o gold
standard! para la mayor parte de los autores, por su elevada sensibilidad y

especificidad (24,79,80,88,90,92,136,139,140).

1Gold standard: Prueba diagndstica de referencia; se trata del mejor test diagnostico existente
para el estudio de una enfermedad en términos de sensibilidad, especificidad y valores
predictivos.
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1.9.1 Microscopia directa:

La morfologia del trofozoito de D. fragilis se altera rapidamente al separarse
de su huésped, por tanto, se requieren heces frescas y una rapida fijacion para su

diagnostico (1,10,132).

Para la microscopia se estudian 3 muestras de heces de 3 dias consecutivos,
a las que se aplican conservantes o productos fijadores tales como alcohol
polivinilico (APV), acetato sddico-acido acético formalina (SAF) o mertiolato-yodo

formol (MIF) (1,5,16,19,132).

En las preparaciones hiimedas, D. fragilis tiene un aspecto redondeado no
especifico que puede pasar desapercibido. Dado que los nucleos caracteristicos de
D. fragilis no se tifien, la adiccion de solucidn salina o preparaciones con yodo no es
suficiente para mejorar el rendimiento diagnodstico (1,5). Por esta razon, se han
empleado una gran variedad de tinciones permanentes, siendo el tricromico de
Wheatley (141) y la hematoxilina férrica (5,10) los mas utilizados. Ragavan et al. (142)
compararon la tincion de Field modificada con la tincion de Giemsa y la hematoxilina
térrica para diferenciar D. fragilis de Blastocystis spp. en muestras de pacientes
cultivadas en medio de Loeffler. Descubrieron que el contraste era mas evidente con

la tincion de Field modificada que con las otras dos.

Multiples autores han estudiado la combinacion 6ptima entre el liquido de
tijacion y la técnica de tincion; para heces fijadas con alcohol polivinilico (APV), o
su variante exenta de mercurio (Para-Pak® Zn-PVA), la tincién con tricromico es
mas recomendable (1,5,40,95,119,123,141), mientras que para heces fijadas con SAF
lo es la hematoxilina férrica (1,5,118). Stark et al. (1,118) consideraron que esta tiltima
(SAF y hematoxilina férrica modificada) es la mejor combinacion para la fijacion y

la tincion.
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1.9.2 Cultivo:

A diferencia de otros protozoos intestinales, D. fragilis solo crece en cultivos
xénicos, es decir, en presencia de flora bacteriana (5). Es necesario lograr un
equilibrio para controlar la flora intestinal presente en los cultivos y al mismo
tiempo garantizar las necesidades alimentarias del protozoo para su desarrollo
(143). Los medios cultivo suelen incluir almidon de arroz, que contiene los hidratos
de carbono que D. fragilis necesita para su crecimiento (5), asi como flora
gramnegativa (29). Pueden afadirse antibidticos como vancomicina, penicilina,
eritromicina o estreptomicina para inhibir el crecimiento de bacterias grampositivas

(29,54,144).

En la actualidad, aunque pueden emplearse medios de cultivo monofasicos,
los mas utilizados con los difasicos, y dentro de este grupo, el medio de Robinson
(144), que contiene una fase solida constituida por agar salino, y una fase liquida
con Escherichia coli. Ademas, incluye otros aditivos como eritromicina o almidon de

arroz.

A lo largo de la historia se han empleado multiples medios de cultivo. Dobell
(10) atribuy6 a Thomson y Robertson el primer cultivo de D. fragilis, utilizando el
medio Boeck y Drbohlav caracterizado por presentar suero de huevo. El medio
empleado por estos autores estaba contaminado con Blastocystis hominis, por lo que
no pudieron mantener el crecimiento de D. fragilis por mucho tiempo.
Posteriormente, en 1929, Dobell y Svenson lograron cultivar D. fragilis en un medio
bifadsico no contaminado por otros protozoos (5,10). Mas tarde, Cleveland et al. (145)
emplearon el medio Loeffler (caracterizado por contener dextrosa, suero salino y una
infusion de musculo cardiaco), aislando D. fragilis, mientras intentaban cultivar
Entamoeba histolytica. Diamond et al. (146) desarrollaron un medio monofasico, el
medio TYSGM-9 (tripticasa, extracto de levadura, suero, mucina gastrica), para el

cultivo de diversos protozoos, entre los que se incluye D. fragilis.
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Barratt et al. (147) compararon varios medios de cultivo: medio BD
modificado, TYGM-9, Loeffler, medio de Robinson, medio 199, Trichosel y un medio
de Tritrichomonas fetus, a diferentes temperaturas y condiciones atmosféricas.
Concluyeron que el medio Loeffler soportaba un crecimiento significativamente
superior a los demas, y que las condiciones dptimas para el desarrollo de D. fragilis

incluian una temperatura de 42°C y una atmosfera microaerofila.

El cultivo es mads sensible que la microscopia directa (55,137) para el
diagnostico de D. fragilis, si bien es cierto que no suele ser el método empleado de

rutina en los laboratorios clinicos (19,143).

Windsor et al. (19) compararon el cultivo en el medio de Robinson con la
tincion con tricromico, y encontraron que D. fragilis aparecia solo en 9 de las 685
muestras tefiidas con tricromico frente a los 25 cultivos positivos confirmados por
secuenciacion. Stark et al. (139) estudiaron 650 muestras de heces humanas, y
describieron una sensibilidad para el cultivo del 40% frente al 34,3% de la

microscopia aislada.

1.9.3 Inmunoensayo.

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es un método diagndstico con alta
especificidad, que permite la deteccion de trofozoitos de D. fragilis en muestras
fecales conservadas con SAF. El inconveniente de esta técnica diagnostica es que no
esta disponible para su uso en los laboratorios clinicos, quedando restringida a los

estudios de investigacion (1,113,138).

Chan et al. (138) fueron los primeros en emplear la inmunofluorescencia
indirecta para detectar D. fragilis. Analizaron un total de 155 muestras, 42 sin
parasitos, 9 con D. fragilis y 104 con otros protozoos. Fueron capaces de identificar
D. fragilis mediante IFI en siete de las nueve muestras positivas. Las dos muestras
restantes mostraron resultados no concluyentes, que los autores atribuyeron al

escaso numero de trofozoitos presentes en las mismas.

Pag. 22



INTRODUCCION

1.9.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La PCR en tiempo real es considerada el método diagnostico de eleccion por

parte de la mayoria de autores (24,27,28,80,85,88,90,92,136,137,140,148).

Multiples estudios han comparado la PCR en tiempo real basada en la
deteccion de genes de RNA de la subunidad pequena del ribosoma, con otros
meétodos diagnosticos, demostrando que la PCR presenta una sensibilidad y
especificidad superior (85,136,139,140). Stark et al. (139) describen una sensibilidad
y especificidad de la PCR cercana al 100%, frente al 40% y 100% respectivamente

del cultivo y al 34,3% y 99% respectivamente de la microscopia convencional.

Desde hace unos afos existen kits comerciales que permiten llevar a cabo una
PCR multiple, con el objeto de detectar simultdneamente varios protozoos tales
como: Blastocystis spp., Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis, Dientamoeba
fragilis, Entamoeba complex, Giardia intestinalis o duodenalis..., responsables de
sintomatologia clinica similar. La PCR multiple presenta una sensibilidad que oscila
entre el 92 y el 100% y una especificidad del 100% (92,149-151). Dirani et al. (150)
demostraron en un estudio realizado recientemente en el que analizaron 632
muestras de heces, que el uso de la PCR multiple mejora el rendimiento diagndstico,
tanto en infecciones aisladas (mejoria de un 275% respecto a las técnicas
convencionales), como en coinfecciones por varios protozoos. Autier et al. (149)
compararon la PCR multiple con la microscopia, demostrando en el caso concreto
de D. fragilis una sensibilidad diagndstica de 97,2% frente a 14,1%, con resultados

estadisticamente significativos (p<0,001).

En definitiva, la PCR multiple permite el diagndstico simultdneo de varios
agentes responsables de cuadros clinicos similares (diagnostico sindromico),
resultando mas costo-efectiva que la realizacion de cada uno de los estudios de

forma aislada (149-151).
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1.9.5. MALDI-TOF MS.

Técnica diagndstica desarrollada en 1987 por el ingeniero japonés Koichi
Tanaka (152) y basada en la espectrometria de masas. Sus siglas significan: MALDI:
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization (desorcion/ionizacion laser asistida por
matriz), TOF: Time-Of-Flight, detector de iones que se acopla al MALDI, y MS: Mass
Spectometry (espectometria de masas). Es una técnica rdpida y de bajo costo, cuya
aplicacion en el diagnostico de bacterias y hongos esta ampliamente extendida, no

asi en el caso de los protozoos (152).

Calderaro et al. (153) en un estudio publicado en 2018 describen la creacion,
por primera vez hasta la fecha, de un perfil proteico de D. fragilis mediante MALDI-
TOF MS con el fin de identificar marcadores especificos para la aplicacion de esta
tecnologia en el diagndstico de la dientamoebiasis. Demostraron que este método
diagnostico tiene una sensibilidad equiparable a la PCR, siendo mas rapido, barato
y facil de usar. Este estudio supone un avance en el diagndstico de D. fragilis y sienta
las bases para un futuro desarrollo comercial que permita su aplicacion en los

laboratorios clinicos.

1.10 TRATAMIENTO.

Se han publicado numerosos estudios que evaltuian las diferentes opciones de
tratamiento para la infeccion por D. fragilis (2,57,97,101,115-117,122,124-126,154—
157) (Tabla 3 y abla 3bis), pero a dia de hoy no existe consenso acerca de cual es el

farmaco de eleccion.

En la tabla 3 se muestran los diferentes estudios realizados hasta la fecha para

analizar la eficacia de los diferentes tratamientos.

La tabla 4 muestra los diferentes farmacos empleados en el tratamiento de D.

fragilis, junto con su formula quimica y su estructura molecular.
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Tabla 3. Tabla comparativa de los farmacos empleados en los diferentes estudios para el

tratamiento de la infeccion por D. fragilis.

Farmaco Referencia N Dosis Eficacia
Cuffari et al. (1998) (101) 1 Desconocido 100%
Vandenberg et al. (2006) (116) 4 25-35 mg/kg/dia, 7 dias 100%
Vandenberg et al. (2007) (122) 15 25-35 mg/kg/dia, 7 dias 80%
1.AMINOGLUCOSIDOS: Stark et al. (2010) (2) 5 8-12 mg/kg dia, de 7 a 10 dias 100%
Paromomicina is diari 7
Hellemond ef al. (2012) (154) 61 - dosis diarias de 500mg, de7a — goq
10 dias
Jong et al. (2014) (104) 39 Desconocido 59%
Burgana et. al (2019) (57) 119  25-35 mg/kg/dia en 3 dosis, 7 d 81,8%
Preiss et al. (1991) (115) 20 mg/kg/dia, 10 dias 20%
2. 8-OH-QUINOLEINAS: . , , o
2A. Yodoquinol Cuffari et al. (1998) (101) 40 mg/kg/dia, 20 dias 80%
Stark et al. (2010) (2) 650 mg diarios, de 10 a 12 dias 100%
Bosman et al. (2004) (125) 27 40 mg/kg/dia de 10 a 21 dias 81,48%
Hellemond et al. (2012) (154) 12 3 dosis diarias de 250 mg, 7 dias 83%
2B. Clioquinol { is diari
1 Schure et al. (2013) (97) 112 1Pme/kg/diaen 3 dosis diarias, _, \o
de 5 a 10 dias
Jong et al. (2014) (104) 8 Desconocido 75%
3 MA,CRO,L ?DOS: Preiss et al. (1991) (115) 6 50 mg/kg/dia durante 10 dias 50%
Eritromicina
Preiss et al. (1991) (115) 91 30 mg/kg/dia, 10 dias 70%
Cuffari et al. (1998) (101) 6 Desconocido 83,33%
Bosman et al. (2004) (125) 16 Desconocido 68,75%
Vandenberg et al. (2006) (116) 12 500-750 mg/ 8 horas, 10 dias 66,70%
1L , . ,
Kurt ef al. (2008) (155) 56 >g/dia en3dosis Sdias g 050
20 mg/kg/dia en ninos
400-750 mg, cada 8 horas o una
. (2010) (2 2 %o
Stark et al. (2010) (2) 8 vez al dia, de 3 a 10 dias 80%
4. NITROIMIDAZOLES:  Banik et al. (2011) (117) 41 Desconocido 85%
4A. Metronidazol -2 g una vez al dia, 3 dias
Engsbro et al. (2012) (128) 27  -500 mg 3 veces al dia, 10 dias 60%
-50 mg 3 veces al dia, 10 dias
Hellemond et al. (2012) (154) 7 3 dosis/dia de 500 mg, 7-10 d 57%
30 mg/kg/dia en 3 dosis, o
Schure et al. (2013) (97) 39 e 3 a 10 dias 52,4%
Roser et al. (2014) (126) 48 40 mg/kg/dia, 3 dosis/d, 10 d 68,2%
-500-7. 1
Burgafia et al. (2019) (57) sg3 200750 mg 3veces/d, 10 d 65,4%

- 30 mg/'kg/ dia en nifios, 10 d
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Tabla 3bis. Tabla comparativa de los farmacos empleados en los diferentes estudios para

el tratamiento de la infeccion por D. fragilis.

Farmaco Referencia N Dosis Eficacia
. Girginkardesler et al. 30 mg/kg en nifios; 2 g en

4B. 1 4 %o
Secnidazo (2003) (62) 3 adultos, ambas en dosis unica 7%

4C. Ornidazol Kurt ef al. (2008) (155) 5o Dosisunicaoral S0mglkgen g, o

nihos y 2 g en adultos
Dardick (1983) (156) 1 4 dosis diarias de 500 mg, 10 d 100%
5. TETRACICLINAS  Butler (1996) (124) 1 100 mg dos veces al dia, 10 dias 100%
5A. Tetraciclina , ,
. 30-40 mg/kg/dia 2 veces al dia

P .(1991) (11 %o
reiss et al. (1991) (115) 9 de 7 2 30 dias 90%

5B. Oxitetraciclina Preiss et al. (1991) (115) 8 30-40 mg/kg/dia, 7-30 dias 90%
5C. Doxiciclina Preiss et al. (1991) (115) 4 2 mg/kg/dia, 10 dias 75%

1.10.1 Aminoglucdsidos.

Este grupo de antibidticos actiia inhibiendo la sintesis de proteinas mediante
su union a la subunidad 30S del ribosoma impidiendo el acceso de los aminoacil-
ARNt (158). Dentro de los aminoglucdsidos el tinico empleado en el tratamiento de
la infeccidn por D. fragilis es el sulfato de paromomicina (Tabla 4) cuya gran ventaja
es que apenas se absorbe al administrarlo por via oral, alcanzando concentraciones
elevadas en el intestino. En Espana esta comercializado por el grupo farmacéutico

Pfizer bajo el nombre de Humatin®.

En el tratamiento de la infeccion por D. fragilis, la paromomicina, ha
demostrado tasas de curacion cercanas al 100% (2,57,101,116,122,154), aunque en
comparacidén con otros farmacos, como el metronidazol, existen muchos menos
estudios que evalten su eficacia, y los existentes incluyen un menor namero de
pacientes.

Vandenberg et al. (122) analizaron el tratamiento con paromomicina en un
grupo de 15 ninos, demostrando una tasa de erradicacion parasitoldgica del 80% y

una efectividad clinica del 87%. Tras la primera semana se observd fracaso

Pag. 26



INTRODUCCION

parasitologico en un paciente que pesaba 13 kg, y que se atribuyd a una
infradosificacion. Pasadas 2 semanas D. fragilis fue detectada en otros 2 pacientes,
postuldndose en esta ocasion que el fracaso terapéutico podria estar en relacion con
una posible reinfeccion. Hellemond et al. (154) realizaron un estudio comparativo
de varios tratamientos, en el que 61 pacientes fueron tratados con paromomicina,

demostrandose una tasa de curacion del 98%.

Un estudio reciente realizado en Espafa por Burgana et al. (57) demostré que
la paromomicina presenta tasas de curacion superiores al resto de tratamientos
(81,8%), con resultados estadisticamente significativos, salvo en nifios menores de 6

anos.

La dosis recomendada para el tratamiento con paromomicina es de 25-35
mg/kg/dia, y su administracion es por via oral dividida en 3 tomas, durante un total
de 5 a 10 dias. Los efectos secundarios son infrecuentes, debido a la escasa absorcion

sistémica del farmaco, e incluyen toxicidad vestibular, coclear y renal (159).

1.10.2 8-Hidroxiquinoleinas.

Son productos sintéticos halogenados que se administran por via oral, actian
de forma local en la luz intestinal y tienen escasa absorcion sistémica. Su mecanismo
de accion es desconocido, aunque se ha sugerido que acttian quelando el hierro que
los parasitos intestinales necesitan para su metabolismo (160). Entre sus efectos
adversos mas frecuentes destacan los sintomas gastrointestinales, y mas grave,
aunque infrecuente, la neurotoxicidad (neuropatia con especial afectacion del
nervio Optico, mielopatia y encefalopatia) en casos de administracion prolongada
(161). Dentro de este grupo los fadrmacos mds utilizados son: Yodoquinol
(Diyodohidroxiquinoleina) (Tabla 4) y Clioquinol (Yodoclorohidroxiquinoleina)
(Tabla 4), el primero de ellos contiene 2 moléculas de yodo y el segundo una de

cloro y otra de yodo.
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El Yodoquinol se ha usado en el tratamiento de la infeccion por D. fragilis
sobre todo en Estados Unidos. Se administra por via oral a una dosis de 650 mg tres
veces al dia durante 20 dias en adultos, y 40 mg/kg/dia en tres dosis (maximo 2 g)
durante 20 dias en nifios. Las tasas de curacion oscilan entre el 20 y el 100%, si bien
todos los estudios realizados con este farmaco incluyen un namero pequeno de
pacientes (2,101,115). Cuffari et al. (101) usaron Yodoquinol para tratar a 5 pacientes,
logrando la curacién en 4 de ellos. Sin embargo, Preiss et al. (115) usaron este farmaco
en 5 pacientes, documentando la curacion en sélo 1 de ellos, sin bien es cierto que
emplearon dosis inferiores y durante menos tiempo que los anteriores. Stark et al.

(2) describieron una curacién del 100% en 3 pacientes tratados con Yodoquinol.

El Clioquinol es similar al Yodoquinol, aunque con tasas de curacion algo
superiores (97,125,154). Bosman et al. (125) demostraron una tasa de erradicacion
del 81,48%, Hellemond et al. (154) del 83% y Schure et al. (97) del 74,4%. El ultimo
de ellos, que obtuvo una menor tasa de curacién, empled una dosis menor y una

pauta mas corta de tratamiento que los demas.

Recientemente se ha cuestionado el uso Clioquinol por la frecuencia de
efectos adversos observados. Actualmente este farmaco tinicamente esta disponible
en nuestro pais para uso topico, ya que fue retirado del mercado por la farmacéutica
que lo comercializaba para su uso sistémico en 1985, debido a la gravedad de sus
efectos adversos, incluso a dosis terapéuticas. Pese a ello, a dia de hoy en algunos
paises se administra como un preparado de farmacia, de modo que en los ultimos
anos se esta observado una frecuencia creciente de reacciones adversas debidas a su

uso sistémico, especialmente en forma de neurotoxicidad (162).

1.10.3. Macrolidos.

Los antibidticos pertenecientes a la familia de los macrolidos se unen a la

subunidad 50S del ribosoma impidiendo la elongacion de las cadenas
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polipeptidicas (163). Dentro de este grupo de farmacos el tinico que se ha empleado
para el tratamiento de la dientamoebiasis ha sido la eritromicina (Tabla 4) (115). Los
efectos secundarios mas frecuentes de los macrdlidos son los gastrointestinales, asi
como las alteraciones cutdneas. Mds raramente puede producirse: ototoxicidad,

hepatotoxicidad, arritmias cardiacas o sindrome de Stevens-Johnson (164).

El tinico estudio en el que se ha utilizado eritromicina para el tratamiento de
la infeccion por D. fragilis ha sido publicado por Preiss et al. (115), demostrando una

eficacia del 50% en 6 pacientes tratados con dicho farmaco.

10.2.4 Nitroimidazoles.

Grupo de farmacos antibacterianos y antiparasitarios que actian por medio
de la reduccién del grupo nitro para formar metabolitos intermedios, inestables y
toxicos, que son capaces de inhibir la sintesis de ADN por un lado, y producir un
dafio en el ADN bacteriano por oxidacion por otro, ocasionando en tltimo término
la muerte celular (165,166). Tienen una buena absorcion por via oral, se metabolizan
en el higado y se excretan a través de la orina (166). Dentro de este grupo el farmaco
mas utilizado es el metronidazol, aunque recientemente se han publicado trabajos

en los que se han usado otros nitroimidazoles como el secnidazol y el ornidazol.

El metronidazol (Tabla 4) es uno de los farmacos mas usado a nivel mundial

en el tratamiento de la infeccidn por D. fragilis.

El primero en emplearlo fue Preiss et al. (115) en una cohorte de 91 ninos,
logrando una eficacia del 70%. De los pacientes restantes 21 fueron curados con un
segundo ciclo de tratamiento con metronidazol y 10 precisaron un tercer ciclo.
Posteriormente, Stark et al. (2) demostraron una tasa de erradicacion de 80%. En este
estudio D. fragilis fue detectada en el 21,4% de los pacientes de 2 a 4 semanas
después de haber finalizado el tratamiento. Banik et al. (117) describieron una

eficacia del 85% en un grupo de 41 nifios.
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Roser et al. (126) llevaron a cabo el primer ensayo clinico comparando el
tratamiento con metronidazol respecto a placebo. Demostraron una tasa de curacion
del 62,5%, 2 semanas después haber finalizado el tratamiento con Metronidazol y

sOlo un 24,9% a las 8 semanas.

Engsbro et al. (128) compararon el tratamiento con metronidazol a diferentes
dosis, proponiendo una pauta inicial de 500 mg, 3 veces al dia durante 10 dias, y en
caso de fracaso un nuevo ciclo de tratamiento con metronidazol, pero a mayor dosis.
Al final del estudio concluyen que una de las causas del fracaso terapéutico con

metronidazol podria ser una dosis inadecuada.

La dosis recomendada para el tratamiento de la infeccién por D. fragilis con
metronidazol es: 500-750 mg tres veces al dia durante 10 dias para adultos, y 35-50
mg kg/dia tres veces al dia durante 10 dias en los nifios. Es un farmaco costo-efectivo
y seguro, cuyos efectos adversos se consideran de gravedad leve a moderada, e
incluyen anorexia, sabor metalico, cefalea, insomnio, diarrea y vomitos. En
tratamientos prolongados puede producir crisis convulsivas y neuropatia
periférica, ambos infrecuentes (157,166,167). Por otro lado, el metronidazol inhibe
el metabolismo del alcohol en algunos pacientes, aumentando el riesgo de

intolerancia (166).

Secnidazol (Tabla 4) y ornidazol (Tabla 4) son los derivados de los 5-
nitroimidazoles mds modernos. Su principal caracteristica es que tienen una vida
media mas larga que el metronidazol, por lo que se administran una tnica vez al

dia, disminuyendo asi la incidencia de efectos adversos (167).

Girginkardesler et al. (62) estudiaron el tratamiento con secnidazol en 35

pacientes con D. fragilis, lograndose la curacion en 34 de ellos (97%).

Kurt et al. (155) llevaron a cabo un estudio comparando el tratamiento con
ornidazol frente a metronidazol en 112 pacientes que fueron aleatorizados en 2
grupos. El primer grupo recibio tratamiento con ornidazol en una dosis tinica diaria

y el segundo grupo recibio tratamiento con metronidazol 3 veces al dia, ambos por
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via oral. En este estudio se logro la curacion parasitoldgica en 52 de los 56 pacientes
tratados con ornidazol (92,9%), frente a 39 de los pacientes tratados con
metronidazol (69,6%). Los 4 pacientes que fracasaron al tratamiento con ornidazol,
se trataron nuevamente con este farmaco, consiguiendo finalmente su curacion. Del
segundo grupo unicamente 8 de 17 pacientes se curaron con un segundo ciclo de
tratamiento con metronidazol, de modo que los 9 pacientes restantes se trataron con

ornidazol lograndose la erradicacion de la infeccion.

1.10.5 Nitrotiazoles.

Dentro de este grupo de fdrmacos, el inico empleado para el tratamiento de

la dientamoebiasis es la nitazoxanida (Tabla 4).

La nitazoxanida es un farmaco de amplio espectro frente a bacterias,
protozoos, helmintos, y virus (168), entre los que se ha incluido recientemente el
virus SARS-CoV-2 (169). Acttia inhibiendo la transferencia de electrones
dependiente de la priruvato-ferredoxin-oxidorreductasa (PFOR), enzima esencial
para el metabolismo anaerobio (168,170). Se administra por via oral y en la pared
intestinal, por accidon de las esterasas, se convierte en su metabolito activo, la
tiazoxanida. Se excreta por orina, bilis y heces. Sus efectos adversos suelen ser leves
y transitorios e incluyen dolor abdominal, diarrea y nduseas. Con menor frecuencia
puede producirse: anorexia, edema de glandulas salivales, temblor, mareo, cefalea,
somnolencia, tincion amarillenta de la esclerdtica y coloracion verdosa de la orina

(168,170).

La experiencia de tratamiento con este farmaco se reduce a un tinico caso (43)
de un paciente que fue tratado con éxito con una combinacién de nitazoxanida,

doxiciclina y secnidazol, sin especificarse la dosis.
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1.10.6 Tetraciclinas.

Dentro de este grupo de farmacos se han empleado para el tratamiento de la
dientamoebiasis: tetraciclina (Tabla 4), doxiciclina (Tabla 4) y oxitetracilcina (Tabla
4). Acttian inhibiendo la sintesis proteica mediante su union a la subunidad 30S del
ribosoma. Sus efectos adversos mas frecuentes son los gastrointestinales, la
fotosensibilidad, las alteraciones del esmalte dental y la toxicidad hematolodgica. Se
desaconseja su uso en nifios ya que pueden ser causa de alteraciones en el desarrollo
esquelético (156) .

Dardick (156) fue el primero en recomendar el uso de tetraciclina,
describiendo el caso de un paciente con diarrea secundaria a infeccion por D. fragilis,
que fue tratado con éxito tras fracasar a dos ciclos de tratamiento con metronidazol.
Posteriormente Butler (124) y Preiss et al. (115) usaron tetraciclina en 1y 9 pacientes

respectivamente con tasas de curacion del 100% y del 90%.

Preiss et al. (115) emplearon oxitetraciclina en 8 nifios y doxiciclina en 4 nifios
con infecciones conocidas por D. fragilis, logrando unas tasas de curacién de 90% y

75% respectivamente.

1.10.7 Otros tratamientos.

Recientemente Kingston-Smith et al. (171) han propuesto la administracion
de una combinacion de tres farmacos: furazolidona, secnidazol y nitazoxanida por
medio de una colonoscopia, en pacientes que han fracasado a tratamientos previos,
logrando una tasa de erradicacion del 100%. Roshan et al. (172) realizaron un estudio
basado en la administracion de enemas (via rectal) compuestos por la misma
combinacion de farmacos que el trabajo anterior, durante dos dias consecutivos,
para el tratamiento de D. fragilis y B. hominis. Describieron una mejoria significativa
de los sintomas tras finalizar el tratamiento, asi como una tasa de erradicacion seis

semanas después de finalizado el tratamiento del 79%.
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Tabla 4. Formula quimica y estructura molecular de los diferentes farmacos empleados a
lo largo de la historia para el tratamiento de la infeccion por D. fragilis.

Farmaco (familia/antibiotico) Formula quimica Estructura molecular
NH,
o { HO NH
. . C2Ha7N50:1sS. ( HS”‘O EUN S
1. Aminoglucésidos Paromomicina HLSOs "o Q“'d . QOJ\ ,cO,OH
VAN d ° “OH
HO'  TH, H |
Hol
|
Yodoquinol GHSLNO ®
| N
2.8 OH
Hidroxiquinoleinas cl
Clioquinol CsHyCIINO D

3. Macrolidos Eritromicina Cs7He7NOn3
Metronidazol CsHoN3O3
OH
N
o N[ D~ch
4. Nitroimidazoles Ornidazol C7H10CIN33 = N °
cl
OH
)
. ch/kN NOg
Secnidazol C7HuN30s HeC \H
OH
. . . . O Oxo
5. Nitrotiazoles Nitazoxanida C12HoN3OsS .0 /[g\
0y
Tetraciclina C22H24N20s

6. Tetraciclinas Doxiclicina C22H24N20s

Oxitetraciclina C22H24N209
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1.10.8 Recomendaciones actuales de tratamiento.

Actualmente los Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades
estadounidenses (CDC: Centers for Disease Control and Prevention) recomiendan para
el tratamiento de la infeccion por D. fragilis tinicamente 3 farmacos: yodoquinol,

paromomicicina y metronidazol segtin las posologias indicadas en la tabla 5.

Tabla 5. Farmacos y posologias recomendados por los CDC para el tratamiento de la
infeccion por D. fragilis.

Farmaco Posologia (en adultos)
650 mg por via oral, 3 veces al dia,
Yodoquinol
9 durante 20 dias
25-35 mg/kg al dia dividido en 3 dosis,
Paromomicina , ,
por via oral, durante 7 dias
. 500-750 mg via oral, 3 veces al dia,
Metronidazol ,
durante 10 dias

Como puntualizacion a estas recomendaciones desde los CDC advierten que
secnidazol y ornidazol son alternativas terapéuticas adecuadas, pero no se

encuentran comercializadas en Estados Unidos.

1.11. SEGUIMIENTO.

Existe poca evidencia en la literatura a cerca del seguimiento de los pacientes
con infeccion por D. fragilis una vez completado el tratamiento. Algunos autores
sostienen que es razonable realizar un estudio coproparasitario a las 3-4 semanas
tras finalizar el tratamiento, especialmente si persisten los sintomas (113,173). Se
debe esperar este periodo de tiempo, y no realizar los estudios inmediatamente
después de completar el tratamiento, sobre todo en aquellos casos en los que se

emplee como método diagnostico la PCR, ya que se requiere un “periodo de
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lavado” (113). De lo contrario se podrian obtener falsos positivos al detectar esta
prueba restos de material genético de protozoos no viables. En los casos en los que
persista la infeccion se debe indicar un segundo ciclo de tratamiento antibiotico,

siempre teniendo en cuenta las posibles reinfecciones (113).

1.12 PREVENCION.

No existen recomendaciones especificas acerca de la prevencion de la
infeccion por D. fragilis, dado que el mecanismo de transmision no estd claramente
definido. La mayoria de autores recomiendan medidas basicas, principalmente el

lavado frecuente de manos y la higiene al manipular alimentos (16).
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2. OBJETIVOS

A pesar de haber emergido como un patogeno de distribuciéon mundial (1-

5,8,16,19,62,174,175), Dientamoeba fragilis es un protozoo con importantes cuestiones
aun sin responder. Por un lado, no estan claros sus mecanismos de trasmision, ni el
papel que Enterobius vermicularis juega en la misma o en su patogenicidad. Por otra
parte, tanto sus factores de riesgo, como sus caracteristicas clinicas y su tratamiento
de eleccion contintian sin estar claramente establecidos, convirtiéndola, como
decian sus descubridores (9), posiblemente, en uno de los protozoos mas

interesantes y misteriosos.

Pese a ser un protozoo cada vez mas prevalente, en algunas series solo
superado por Blastocystis spp., una busqueda en la Base de Datos indexada Pubmed
arroja tan solo unos 330 resultados en total, la mayoria de los cuales
correspondientes a estudios publicados en los ultimos 15 afios. En Espana ha sido
descrita en contadas ocasiones, muchas de ellas por nuestro grupo de trabajo

(6,8,35,41).

Todas estas razones hacen que Dientamoeba fragilis sea un patogeno de interés

creciente, lo que nos ha llevado a plantearnos los siguientes objetivos:

2.1. OBJETIVO PRINCIPAL:

e Describir las caracteristicas clinicas y epidemiologicas de los pacientes

diagnosticados de infeccion por Dientamoeba fragilis en nuestro medio.

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS:

e Estudiar la prevalencia de la infeccion por Dientamoeba fragilis en los
contactos domiciliarios o convivientes de los pacientes inicialmente
diagnosticados, asi como su papel en el fracaso terapéutico y en la aparicion

de recidivas, y, por consiguiente, en la persistencia de la infeccion.
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Comparar la eficacia clinica de los dos tratamientos médicos empleados en
la actualidad en nuestro pais: metronidazol y paromomicina, y estudiar las
variables ligadas al fracaso terapéutico.

Analizar el papel de la coinfeccion por Enterobius vermicularis en la
persistencia de la infeccion por D. fragilis y/o en el fracaso terapéutico.
Evaluar la patogenicidad de D. fragilis, asi como los factores de riesgo para la
infeccién, y sus caracteristicas clinicas, mediante un estudio de casos y

controles no infectados.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 CARACTERISTICAS GENERALES.

Se disend un estudio descriptivo, retrospectivo en el que se incluyeron todos
los pacientes diagnosticados de infeccidon por Dientamoeba fragilis en la consulta de
Medicina Tropical del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) entre
enero de 2012 y diciembre de 2017, ambos incluidos, con el fin de analizar las
caracteristicas de la infeccion por este protozoo. Para ello, se revisaron las historias
clinicas de dichos pacientes, recogiendo los datos demograficos, epidemiologicos,
clinicos, analiticos, diagnosticos y terapéuticos que se plasmaban en las mismas, de

forma protocolizada, para su posterior procesamiento informatico y estadistico.

La consulta de Medicina Tropical del Hospital Universitario Central de
Asturias se encargo, entre abril del 2007 y diciembre del 2017, del diagndstico y
tratamiento de las enfermedades relacionadas con los viajes, la patologia importada
en relacion con los fendmenos migratorios, y todo tipo de parasitosis, de forma
directa a los pacientes del area sanitaria IV, y como referencia al resto de areas del
Sistema de Salud del Principado de Asturias. En este tiempo, se atendieron 1855
primeras consultas, tanto en poblacion inmigrante, como en viajeros o pacientes con

diversas parasitosis autoctonas (Figura 7).

Los pacientes fueron derivados a la consulta a través del médico de Atencion
Primaria, de otros servicios médicos (Digestivo, Alergia, Dermatologia, Medicina
Interna, Pediatria...), de servicios quirargicos (Cirugia general, Cirugia plastica...)
o bien a través del Programa de Cribado del Inmigrante establecido entre la consulta
de Medicina Tropical y dos ONGs: la Asamblea Local de Gijon de Cruz Roja

Espafiola, y la Asociacion de Apoyo al Inmigrante en Asturias (APIA).
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Ne¢ total de pacientes:

1855

Turismo

N=118

Inmi .. Parasitosis Consejo al
nmigrantes Viajeros , . .
autoctonas viajero
N=936 N=575 N=287 N=57
| | 1
VER Cooperacion Aventura
N=217 N=92 N=53

Figura 7. Poblacion atendida en la Consulta de Medicina Tropical del Hospital

3.2 DISENO DEL ESTUDIO.

Universitario central de Asturias entre 2007 y 2017.

3.2.1 Definicion de caso y poblacidn diana.

Para los propdsitos del estudio se consideré como caso a toda aquella

persona que presentaba Dientamoeba fragilis en heces diagnosticada segun el

protocolo diagnoéstico del apartado 3.4. Como ya se ha indicado, la seleccion de la

poblacion diana se restringio a los pacientes atendidos en la consulta de Medicina

Tropical del Hospital Universitario Central de Asturias, entre enero de 2012 y

diciembre de 2017.

3.2.2 Criterios de inclusidn y exclusion generales:

Se consideraron los siguientes criterios de inclusion generales:

a) Haber sido diagnosticado de infeccion por D. fragilis, mediante el

protocolo diagndstico descrito en el apartado 3.4.
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b) Haber sido valorado en la consulta de Medicina Tropical, y haber
concluido el protocolo diagnodstico establecido, durante el periodo de

estudio.
Se consideraron criterios de exclusion generales:

a) Pacientes que habiendo sido vistos en la consulta de Medicina Tropical
y diagnosticados de infeccion por D. fragilis, no completaron el
protocolo diagnostico, bien porque no acudieron a las consultas
sucesivas de revisidon, o bien porque no aportaron las muestras
correspondientes, segin se describe en el protocolo diagnodstico del

apartado 3.4.

3.2.3 Diseiio de los subestudios.

Para poder cumplir con los objetivos del trabajo se disenaron tres

subestudios:

1) Estudio de prevalencia de D. fragilis en los contactos domiciliarios de los
casos inicialmente diagnosticados, y descripcion de las caracteristicas
diferenciales existentes entre aquellos contactos infectados y no infectados.

2) Estudio comparativo de la eficacia de los tratamientos realizados, e
identificacion de los posibles factores ligados al fracaso terapéutico.

3) Estudio comparativo de casos frente a controles sanos, con el fin de analizar
mas adecuadamente los factores de riesgo y el papel patogeno de

Dientamoeba fragilis.

A continuacion, se describen los criterios de inclusion y exclusion especificos
de cada uno de los tres subestudios, que han de sumarse a los criterios de inclusion

y exclusion generales anteriormente descritos.
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3.2.3.1 Subestudio 1: "Prevalencia de D. fragilis en contactos domiciliarios de

pacientes infectados por D. fragilis. Descripcion de las caracteristicas

diferenciales existentes entre contactos infectados y no infectados”.

Para el subestudio 1 se consider6é como caso inicial, aquel que se diagnostico
en primer lugar en la consulta. A todos los pacientes se les interrogo6 acerca de sus
contactos familiares, a los cuales se les propuso realizar el mismo protocolo

diagnostico (apartado 3.4).
Para este subestudio se consideraron los siguientes criterios de inclusion:

- Ser conviviente o contacto domiciliario de un caso de infeccion por D.
fragilis diagnosticado previamente.
- Haber concluido el protocolo diagndstico establecido, durante el periodo

de estudio.
Se consideraron criterios de exclusion:

- No haber concluido el protocolo diagnostico establecido, durante el
periodo de estudio.

- Negativa a participar en el estudio.

- Haber recibido tratamiento antiparasitario por cualquier razén en los 30
dias previos al estudio (con el fin de evitar sesgos).

- Se excluyeron aquellos casos iniciales positivos, que no tenian contactos

domiciliarios o en los que no fue posible realizar el estudio de éstos.

3.2.3.2 Subestudio 2. Estudio comparativo de la eficacia de los tratamientos

realizados e identificacion de los posibles factores ligados al fracaso terapéutico.
En este caso se consideraron los siguientes criterios de inclusion:

- Haber sido diagnosticado de infeccion por D. fragilis segtin el protocolo
del apartado 3.4, y haber realizado tratamiento para la misma segun los

protocolos de tratamiento descritos en el punto 3.5.
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- Haber completado el protocolo de seguimiento post-tratamiento descrito

en el apartado 3.6 durante el periodo de estudio.
Se consideraron criterios de exclusion:

- No haber concluido el protocolo diagnostico establecido, durante el
periodo de estudio.

- Negativa a recibir tratamiento.

- No haber completado el protocolo de seguimiento post-tratamiento

durante el periodo de estudio.

3.2.3.3 Subestudio 3. Estudio comparativo de casos y controles sanos, con el fin de
analizar mas adecuadamente los factores de riesgo y el papel patégeno de

Dientamoeba fragilis.
Para el subestudio 3, se consideraron criterios de inclusion:

- Se seleccionaron como casos los pacientes que habian sido
diagnosticados de infeccion por D. fragilis seguin el protocolo diagnostico
de todo el trabajo (apartado 3.4).

- Se seleccionaron como controles a pacientes con el mismo sexo, edad (+5
anos), y lugar de procedencia que los casos. Los controles se
seleccionaron entre los pacientes atendidos en la consulta de Medicina
Tropical del HUCA en los que no se demostr6 presencia de patologia a
ningun nivel.

- En ambos casos era necesario haber completado el protocolo diagnostico

descrito en el apartado 3.4 durante el periodo de estudio.
Se consideraron criterios de exclusion:

- No haber concluido el protocolo diagndstico establecido, durante el
periodo de estudio.

- Los controles fueron excluidos, con el fin de evitar sesgos, si presentaban:
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a) antecedentes personales de enfermedad,

b) presencia de alteraciones en la exploracion fisica,

c) alteraciones analiticas de cualquier tipo,

d) presencia de parasitosis intestinal de cualquier tipo en el estudio

realizado.

Estos criterios de exclusion se establecieron con el objetivo de seleccionar

como controles a poblacion sana.

3.2.4 Eleccion de la muestra.

Se establecieron diferentes técnicas de seleccion de sujetos, dependiendo de
los objetivos concretos. Inicialmente se identificaron 105 pacientes con infeccion por
D. fragilis (casos indice) que cumplian los criterios de inclusion. No se excluyd ningtn

paciente en esta fase inicial del estudio.

Con respecto al subestudio 1, “Prevalencia de D. fragilis en contactos

domiciliarios de pacientes infectados por D. fragilis. Descripcion de las
caracteristicas diferenciales existentes entre contactos infectados y no infectados”,
unicamente en 65 de los 105 casos indice fue posible estudiar a los contactos
domiciliarios, por lo que para este subestudio 40 casos positivos fueron excluidos.
De esta forma quedaron incluidos en esta parte del trabajo 65 casos indice y sus 120
contactos domiciliarios que cumplian los criterios de inclusidon. Ningun contacto fue
excluido por no haber completado el protocolo diagndstico en el momento de

finalizacion del mismo.

En el caso del subestudio 2 ("Estudio comparativo de la eficacia de los

tratamientos realizados e identificacion de los posibles factores ligados al fracaso
terapéutico”) se incluyeron todos los casos positivos que habian recibido
tratamiento, tanto los casos indice que completaron el protocolo de tratamiento,

como los contactos estudiados que resultaron positivos y completaron el mismo
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protocolo. En total los pacientes incluidos en este subestudio fueron 154. De ellos,
85 fueron tratados inicialmente con metronidazol y el resto, 69 pacientes, con
paromomicina. Al tratarse de un estudio retrospectivo, no se pudo realizar ninguna

aleatorizacion a la hora de instaurar los tratamientos.

Con respecto al subestudio 3 “Estudio comparativo de casos y controles
sanos, con el fin de analizar méas adecuadamente los factores de riesgo y el papel
patogeno de D. fragilis” se seleccionaron del total de pacientes diagnosticados
inicialmente, aquellos a los que fue posible asignarle un control que cumpliera los
requisitos de emparejamiento. De esta forma quedaron seleccionados 91 casos

diagnosticados de infeccion por Dientamoeba fragilis, y 91 controles sanos.

3.3. PROTOCOLO DE RECOGIDA DE DATOS.

Tanto a los casos indice, como a sus contactos, y a los controles incluidos en
el estudio, se les aplico un protocolo de recogida de datos (Anexo 1) disefiado para
su procesamiento informatico y estadistico, en el que se incluyeron variables

demograficas, clinicas, analiticas, diagnosticas y terapéuticas.

3.3.1 Datos demograficos:

Dentro de los datos de filiacion se incluyeron los siguientes: edad, sexo, pais
de procedencia, tiempo de permanencia en Espana (en el caso de los inmigrantes),
antecedente de viaje y tiempo transcurrido desde el mismo hasta la consulta. En
relacion con la edad, se tomd en cuenta la del paciente en el momento del
diagnostico.

Los pacientes se dividieron en 3 grupos en funciéon de su lugar de

procedencia:

1. Autdctonos: aquellos pacientes originarios y residentes en nuestro pais

(Espana).
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2. Inmigrantes: Aquellos pacientes que actualmente residen en Espana, pero
que proceden de otros paises, independientemente de su situacion legal.

3. Viajeros: Aquellos pacientes procedentes de Espana que habian viajado a
otros paises por diferentes motivos: trabajo, ocio, cooperacion, etc. en los 12
meses previos a la consulta. Dentro de este grupo existe un subgrupo, los
VER (Visiting Friends and Relatives), que son inmigrantes que residiendo
habitualmente en Espafia viajan a su pais de origen de forma temporal para
visitar a amigos o familiares. En este caso también se tuvo en cuenta si el
antecedente de viaje se encontraba dentro de los 12 meses previos a la

consulta.

En los pacientes inmigrantes, el tiempo de permanencia en Espafia se definid
como el tiempo trascurrido entre la llegada del paciente a Espana y el momento de

acudir por primera vez a la consulta, y se expresé en dias.

3.3.2. Motivo de consulta:

Se considerd como motivo de consulta al referido por el médico encargado
de la derivacion del paciente (urgencias, atencion primaria, otros servicios médicos
y quirurgicos). En caso de no disponer del mismo, se consider6 como tal el sefialado

por el paciente cuando fue atendido en consulta por primera vez.

3.3.3. Datos epidemioldgicos:

Dentro de este apartado se recogieron los siguientes datos: presencia de nifios
en el nucleo familiar (de edad menor o igual a 14 afos), residencia en zona rural y

contacto con animales.
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3.3.4. Anamnesis y exploracion fisica:

En la anamnesis se hizo hincapié en el estudio de los siguientes sintomas que

se agruparon en sindromes:

¢ Sindrome gastrointestinal. Cualquiera de los siguientes sintomas:

- Diarrea: Aumento en la frecuencia normal de las deposiciones (3 6 mas
al dia) y/o disminucion de su consistencia, ya sea de forma continua o

intermitente.

- Dolor abdominal: cualquier algia situada en la cavidad abdominal

independientemente de su duracion, intensidad y localizacion.

- Distension abdominal: sensacion de plenitud y/o hinchazén abdominal,

especialmente postprandial.

- Vomitos: expulsion violenta por la boca del contenido del estébmago y

de las porciones altas del duodeno.

- Nauseas: sensacion desagradable e inminente de vomitar. Suele
localizarse en el epigastrio o en la regidn centrotoracica, y puede o no

culminar en un vomito.

¢ Sindrome constitucional. Cualquiera de los siguientes sintomas:

- Fiebre: temperatura corporal igual o mayor a 38°C, objetivada, al

menos, en dos ocasiones.

- Sindrome general: astenia, anorexia y/o adelgazamiento de mas del 8%

del peso corporal total.

¢ Sindrome cutdneo: presencia de prurito y/o aparicion de lesiones cutaneas

de cualquier tipo en la exploracidn fisica. En relacidn con el prurito distinguio

entre prurito anal y el de otra localizacion.

En general se consideraron sintomas agudos cuando su duracion era inferior

a 30 dias y cronicos cuando la duracion fue de 30 dias o mas.
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Se realiz6 a todos los pacientes una exploracion fisica general, recogiéndose

en las historias clinicas tinicamente aquellos datos relevantes.

3.4 PROTOCOLO DIAGNOSTICO.

A todos los sujetos incluidos en cualquiera de las ramas del estudio se les
realizd el mismo protocolo diagndstico basado en la realizacién de pruebas
hematoldgicas, bioquimicas y microbioldgicas. En algunos pacientes, y de forma

puntual, fue preciso solicitar otros estudios.

3.4.1 Pruebas hematolodgicas.

A todos los pacientes se les realizo un hemograma con el fin de determinar la
presencia de eosinofilia, que se defini6 como una cifra absoluta de eosindfilos
superior a 500 células/uL. Se clasifico en leve entre 500-999 células/puL, moderada

entre 1000-1499 células /uL, y grave por encima de 1500 células/pL.

3.4.2 Pruebas bioquimicas.

Se realiz6 un perfil bioquimico que incluia funcion hepatica y renal. Se
considerd que existia una hipertransaminasemia cuando los valores de AST y ALT
estaban dos veces por encima del valor normal. Para el resto de las pruebas se
consideraron como valores normales los sefialados por los distintos laboratorios de
referencia.

Tanto las pruebas bioquimicas como las hematoldgicas se extrajeron
mediante venopuncion en el Servicio de Extraccion de muestras del propio HUCA.

Las muestras fueron procesadas por los laboratorios de dicho centro segiin
sus protocolos, y para la determinacion de los valores bioquimicos y hematologicos
se emplearon las técnicas habituales de los laboratorios del HUCA, validadas y

sometidas a los controles de calidad correspondientes.
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3.4.3 Pruebas microbiolédgicas: estudio coproparasitario.

Para el diagndstico se analizaron de cada uno de los sujetos incluidos en el
estudio, 3 muestras de heces, separadas al menos 24 horas. En el caso de los
pacientes que recibieron tratamiento, se solicitaron otras 3 muestras, a las 4 semanas
de finalizar el mismo, siguiendo el mismo procedimiento que en el momento del
diagnostico.

Todas las muestras se recogieron en contenedores estériles de plastico, de
boca ancha, no porosos y no opacos, para facilitar el examen macroscopico, con
cierre hermético para evitar su desecacion, limpios y secos. Se aconsejo a los
pacientes que la muestra fuera transportada inmediatamente al laboratorio, y de no
ser posible se recomendo su conservacion en el frigorifico, al menos a 4°C, hasta su
posterior transporte.

En todas las muestras se realizo: (i) examen en fresco de la muestra tefida
con lugol, (ii) examen tras someter la muestra a un proceso de concentracion. Para
ello se empled en primer lugar un test comercial: Copropack Extraction Kit C100,
Cromakit, Espana.

Las preparaciones directas tenidas con lugol fueron observadas al
microscopio a 10 aumentos para la deteccion de larvas de helmintos, a 100 aumentos
para la deteccion de huevos, y a 400 aumentos para la visualizacion de protozoos.

Previo a 2016, se emplearon varias técnicas para el diagnostico de los
diferentes protozoos. Para Giardia intestinalis y Cryptosporidium spp., se empleo la
inmunofluorescencia, basada en una mezcla de anticuerpos monoclonales dirigidos
contra la pared de los quistes de Giardia intestinalis (176) y los ooquistes de
Cryptosporidium spp. (177), a los que se unen si se encuentran en las heces objeto de
estudio. Esta reaccidn tiene lugar en un porta que se examina con un microscopio
de fluorescencia, buscando el caracteristico color verde manzana y la morfologia de

los quistes y ooquistes. Para el diagndstico de Entamoeba histolytica (178), se empleo
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la reaccién en cadena de la polimerasa, y para Blastocystis spp. y Cyclospora
cayetanensis la microscopia.

Enel casode D. fragilis el diagnostico se basd en la realizacion de una reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) convencional, siguiendo el protocolo disenado
por Stark et al. (27). La extraccion del ADN se llevd a cabo utilizando un minikit
comercial (QIAmp DNA stool Mini kit, Qiagen, Holanda), segtn las instrucciones del
fabricante. Se realizé una PCR nested? sobre el RNA de la subunidad ribosomal 185
de Dientamoeba fragilis con los siguientes primers® y perfiles térmicos (Figuras 8 y 9):

12 parte: DF-400: TATCGGAGGTGGTAATGACC
DF-1250: CATCTTCCTCCTGCTTAGACG

2%parte: DF-500: AACCTAGCAGAGGGCCAGTC
DF-1000: GGGTCAAAACATTTCGCTGT

Figura 8. Primers utilizados para la realizacion de 1a PCR de D. fragilis.

55° 5 min 1ciclo
94° ____1min
55° . 1min 40 ciclos

72°— 1min30seg

72" "5 min

‘ 1 ciclo
4 » 00

Figura 9. Perfiles térmicos de la PCR de D. fragilis.

Para verificar que el fragmento de ADN obtenido pertenecia a una secuencia
especifica de D. fragilis, los amplicones (fragmentos de ADN amplificados) de varias
muestras positivas se purificaban utilizando Montage DNA gel System (Qiagen) y
posteriormente se secuenciaban con el kit comercial de secuenciacion BigDye

Terminator v1.1 (Applied Biosystems) usando sus propios primers.

2PCR nested o anidada: Amplificacién de una secuencia de ADN dentro de otra previamente
amplificada, lo cual aumenta la sensibilidad y especificidad diagnostica respecto a la PCR
convencional.

3Primer: También llamado cebador o iniciador, es una secuencia corta de nucleétidos que se

emplea como punto de partida para la sintesis de ADN.
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A partir de 2016, se determind D. fragilis mediante una PCR en tiempo real o
PCR cuantitativa (Figura 10) multiple: PCR multiple Allplex™ Gastrointestinal Panel
Assay 4 (Seegene), que permite el diagndstico de 6 protozoos simultdneamente:
Giardia lamblia, Cryptosporidium spp., Cyclospora cayetanensis, Entamoeba histolytica,

Dientamoeba fragilis y Blastocystis spp.

Las reacciones de amplificacion y su andlisis fueron realizadas en el

termociclador CFX Touch Real-Time Detection System (BioRad, EE.UU.).

2000 —
: Control | _—"
1500 : PCR |/
1 DF
1000 - /

RFU

500 /
I Umbral F I

o—: —
:

T

0 10 20
Numero de ciclos PCR

Figura 10. Representacion grafica de los datos de la PCR en tiempo real de D. fragilis.

La grafica representa, en ordenadas las unidades de fluorescencia relativa (RFU) y en
abscisas el nimero de ciclos de la PCR. La linea azul horizontal (Umbral F) marca el nivel
umbral de fluorescencia a partir del cual la muestra se considera positiva. La linea verde
representa la curva de amplificacion de la muestra control (PCR Control), y la linea rosa la
curva de amplificacion de la muestra de D. fragilis (PCR DF). Ct (cycle treshold) es el ciclo
umbral, es decir, la interseccion entre la curva de amplificacion y la linea que marca el
umbral de fluorescencia, tanto en el caso de la muestra control (Ct Control), como en el caso

de la muestra positiva para de D. fragilis (Ct DF).

Se realizaron ademas 3 test de Graham en 3 dias consecutivos, tanto en el
protocolo diagnostico inicial como en el control tras el tratamiento, con el fin de

detectar la presencia de coinfeccion por Enterobius vermicularis. Dicho test consiste
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en la colocacion de una tira adhesiva de papel de celofan de unos 20 mm de ancho
sobre la region perianal del paciente antes del aseo matinal, para posteriormente
extenderla sobre un portaobjetos, aplicarle una gota de lugol y evaluarla al
microscopio (generalmente a pocos aumentos: 10x). El test de Graham permite la
identificacion de los huevos de E. vermicularis, ya que las hembras adultas migran

por la noche a la zona perianal para depositarlos.

Se considerd que existia infeccion por D. fragilis si el paciente presentaba una
reaccion en cadena de la polimerasa positiva segun las técnicas descritas

anteriormente.

Para el resto de los protozoos en heces se consider6 que existia un diagndstico
en firme si cualquiera de las técnicas utilizadas para su diagnostico (microscopia,
IFI, PCR) eran positivas. El diagnodstico de E. vermicularis se basé en la positividad

del test de Graham.

3.4.4 Otros estudios complementarios.

A aquellos pacientes valorados en la consulta y que presentaban algtin dato
de alarma en la anamnesis y/o en la exploracion fisica, o bien se sospechaba la
existencia de alguna patologia diferente a la infeccion por D. fragilis, se les solicito

la realizacion de otras pruebas complementarias.

Entre estos estudios se incluyeron, por un lado, la realizacion de pruebas de
imagen, como ecografia y/o TAC abdominal, realizados por el Servicio de
Radiologia de HUCA, y, por otro lado, los estudios endoscopicos, realizados por el
Servicio de Digestivo de HUCA, fundamentalmente la colonoscopia con toma de
biopsias, para su posterior procesamiento y analisis por parte del Servicio de

Anatomia patoldgica del propio hospital.
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3.5 TRATAMIENTO.

Los pacientes fueron tratados con los siguientes farmacos y posologias (salvo

contraindicacion especifica):

* Metronidazol: Para adultos y ninos mayores de 10 afios: 500 mg cada 8 horas

durante 10 dias. Nifios menores de 10 afios: 7,5 mg/kg de peso cada 8 horas
durante 10 dias.

* Paromomicina: Adultos: 500 mg cada 8 horas durante 7 dias. Nifios menores

de 14 anos: 25-35 mg/kg/dia durante 7 dias.

Los pacientes coinfectados por E. vermicularis recibieron, ademas, tratamiento

con mebendazol 100 mg cada 12 horas durante 3 dias (tanto adultos como ninos).

3.6 SEGUIMIENTO.

A todos los pacientes se les realizé un control parasitologico a las 4 semanas
tras finalizar el tratamiento, con el fin de comprobar la curacion tanto de la infeccion
por D. fragilis como por E. vermicularis sila hubiese. La curacion fue definida en base
a la negativizacion de los estudios parasitologicos. Se considerd recidiva a los
nuevos casos que aparecieron antes de haberse completado 30 dias de la infeccion
inicial, y reinfeccion a la aparicion de un nuevo caso de infeccion pasados 30 dias o

mas del caso inicial.

Se definié como curacion microbiologica la negativizacion de todas las
pruebas diagndsticas al final del seguimiento. Se definié como curacién clinica la

desaparicion de las manifestaciones clinicas tras completar el tratamiento.

3.6 ESTUDIO DE SESGOS.

Se han estudiado los posibles sesgos que pueden aparecer en el estudio,

corrigiéndolos y limitando su impacto en la medida de lo posible.
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No existe sesgo de seleccion pues los criterios de exclusion son los adecuados

y no se ha priorizado ningun individuo.

Las principales variables del cuestionario fueron obtenidas de todos los
pacientes, no obstante, en algunas variables auxiliares (antecedentes personales,
evolucidn), por la propia dificultad de los estudios retrospectivos, la falta de datos
puede haber conllevado sesgo de informacion. Asi, también puede haber sesgo de
informacion en diversos datos (clinica, antecedentes personales) debido a la
dificultad de comunicacion, por el idioma, con ciertos pacientes, en especial algunos

inmigrantes subsaharianos.

Por otro lado, la asignacién de tratamientos no fue realizada de forma
aleatorizada, dado que se trata de un estudio retrospectivo. En cualquier caso, a la
hora de elegir tratamiento, en aquellos pacientes coinfectados por otros parasitos

intestinales se opto por el tratamiento con metronidazol.

3.7 ANALISIS ESTADISTICO.

El tratamiento de datos y el estudio estadistico se realizaron mediante el
programa IBM SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) version 25.0 (IBM SPSS
Statistics 25.0). Las variables cuantitativas se expresaron como media y desviacion
estandar, en caso de normalidad, y como mediana y rango intercuartilico las no

normales.

La normalidad se contrasto con el test de Kolmogorov-Smirnov si el tamano
muestral era > 30, y con el test d 'Agostino para tamanos muestrales menores de 30.

Laigualdad de varianzas se contrasto con el test de Levene.

Para la comparacion de las variables cuantitativas segtin los distintos grupos

de analisis se aplicaron los siguientes test estadisticos:

e Si se cumplian las condiciones de normalidad y de igualdad de varianzas, se

uso el test t de Student al comparar dos grupos, y el test de ANOVA de un
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factor si se estudiaban mas de dos grupos. Cuando el test de ANOVA resultd

significativo se aplicé el test post-hoc o test de Tukey.

¢ Sino se cumplian las condiciones de normalidad e igualdad de varianzas, se
uso el test U de Mann-Whitney para comparar dos grupos, y el test de Kruskal-
Wallis si se estudiaban mds de dos grupos. Cuando el test de Kruskal-Wallis

resultd significativo se aplico el test de Dunn.

e Para el andlisis de asociacidon o independencia entre variables cualitativas se
utilizo el test de Chi-cuadrado. En los casos en los que mas del 20% de las

casillas tenian una frecuencia inferior a 5 se aplico la prueba exacta de Fisher.

e Se realizd un anadlisis multivariante utilizando un modelo de regresion
logistica para determinar los factores relacionados con las distintas hipotesis

del estudio.

Como medida del riesgo, en el caso de variables cualitativas se empled la
Odds Ratio con un intervalo de confianza del 95%, para describir la magnitud del

efecto observado.

A lo largo de todo el estudio los contrastes se consideraron bilaterales, y se
calcularon con un intervalo de confianza de 95% y con un nivel de significacion alfa

de 0,05.

3.8 DECLARACION ETICA.

Se solicit6 autorizacién al Comité Etico del Hospital Universitario Central de
Asturias para la revision de historias clinicas y posterior recogida de datos de todos

los pacientes incluidos en el estudio, siendo concedida (Anexo 2).
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4. RESULTADOS

4.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS PACIENTES.

4.1.1 Caracteristicas demograficas.

Durante el periodo de estudio fueron diagnosticados de infecciéon por D.
fragilis 163 pacientes, de un total de 892 estudiados, lo que indica una prevalencia

de 18,27%. Las caracteristicas de los pacientes se describen en la tabla 6.

Del total de pacientes, ochenta y siete pertenecian al sexo femenino (53,37%),
con un ratio varén/mujer de 1/1,14. La edad media fue de 34,69 [+18,94] afios con un
rango entre 4 y 77 afios. Treinta y cuatro pacientes (20,86%) eran nifios de edad igual
o menor a 14 anos. En la figura 11 se representan los pacientes distribuidos por
grupos de edad, destacando la presencia de 2 picos de incidencia: el primero en

nifos entre los 5 y 14 anos, y el segundo pico en adultos entre 30 y 39 afios.
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Figura 11. Incidencia de la infeccion por Dientamoeba fragilis por grupos de edad.

Dentro de los pacientes de edad menor o igual a 14 afos se observo una
predominancia del sexo masculino (61,76%), no asi en pacientes mayores de 14 afos
en los que el sexo femenino representa un 57,36%. Las diferencias entre los nifios y

los adultos se muestran en la tabla 7.
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Tabla 6. Caracteristicas de los pacientes incluidos en el estudio.

Pardmetro

Pacientes (N=163)

Caracteristicas demograficas:

Sexo (mujeres) 87 (53,37%)
Ratio varén/mujer 1/1,14
Edad (Media [DS]) 34,69 [+18,94] (4-77)
Nifos < 14 afios 34 (20,86%)
Procedencia:

Autdctono 90 (55,21%)
Inmigrante 50 (30,67%)
Viajero 23 (14,11%)
Caracteristicas epidemiologicas:

Contacto con nifios < 14 afios 78 (47,85%)
Residencia en zona rural 50 (30,67%)
Contacto con animales 32 (19,63%)
Caracteristicas clinicas:

Asintomaticos 56 (34,36%)
Dolor abdominal 61 (37,42%)
Distension abdominal 16 (9,82%)
Diarrea aguda 10 (6,13%)
Diarrea crénica 24 (14,72%)
Nauseas / vomitos 8 (4,91%)
Ileitis/ colitis 3 (1,84%)
Pérdida de peso 8 (4,91%)
Fiebre 2 (1,23%)
Clinica cutanea 13 (7,98%)
Prurito cutaneo 11 (6,75%)
Prurito anal 10 (6,13%)
Duracién de los sintomas (dias) 141,77 [+155,03] (4-730)
Eosinofilia 43 (26,38%)

Cifra de eosindfilos (células/mm3)

1.176,37 [+1110,75] (530-7866)

Caracteristicas microbioldgicas:
Enterobius vermicularis

Enterobius vermicularis en convivientes
Blastocystis spp.

Entamoeba spp.

Strongyloides stercoralis

Giardia intestinalis

40 (24,54%)
50 (30,67%)
30 (18,40%)
10 (6,13%)
20 (12,27%)
4(2,45%)

Tratamiento: 154 (95,09%)
Metronidazol 85 (52,76%)
Paromomicina 69 (42,33%)
Evolucion:

Curacién (12 linea de tratamiento) Si/No
Metronidazol (curacion/ fracasos)
Paromomicina (curacion/fracasos)

Curacién espontanea

140/14
75/10 (88,24%)
65/4 (94,20%)

1 (0,61%)
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Tabla 7. Caracteristicas diferenciales de los pacientes en funcion de su edad.

, Edad < 14 afios Edad > 14 afios p-
Parametros N=34 N=129 valor OR

Caract. demograficas:
Sexo (Femenino %) 13 (38,24%) 74 (57,36%) 0,047 0,460 [0,212-0,998]
Edad (Media [DS]) 9,18 [+3,25] (4-14) | 41,41 [+15,26] (15-77) | 0,000 -
Procedencia:
Autoctono 26 (74,47 %) 64 (49,61%) 0,005 3,301 [1,391-7,834]
Inmigrante 5 (14,71%) 45 (34,89%) 0,023 0,322 [0,117-0,889]
Viajero 3 (8,82%) 20 (15,50%) 0,414 0,527 [0,147-1,892]
Caract. epidemiologicas:
Contacto con nifios < 14 afios 32 (94,12%) 46 (35,66%) <0,0001 | 28,870 [6,616-125,977]
Residencia en zona rural 12 (35,29%) 38 (29,46%) 0,512 1,306 [0,588-2,904]
Contacto con animales 7 (20,59%) 25 (19,38%) 0,888 1,079 [0,422-2,758]
Caracteristicas clinicas:
Asintomaticos 13 (38,24%) 43 (33,33%) 0,590 1,238 [0,566-2,708]
Dolor abdominal 13 (38,24%) 48 (37,21%) 0,920 1,045 [0,480-2,275]
Distensién abdominal 0 (0,00%) 16 (12,40%) 0,045 0,100 [0,006-1,705]
Diarrea aguda 0 (0,00%) 10 (7,75%) 0,123 0,165 [0,009-2,887]
Diarrea crénica 2 (5,88%) 22 (17,05%) 0,173 0,304 [0,068-1,363]
Nauseas / vomitos 1(2,94%) 7 (5,43%) 0,693 0,528 [0,063-4,446]
Ileitis/ colitis 0 (0,00%) 3(2,33%) 0,604 0,524 [0,026-10,386]
Pérdida de peso 0 (0,00%) 8 (6,20%) 0,207 0,207 [0,012-3,680]
Fiebre 1(2,94%) 1(0,78%) 0,375 3,879 [0,236-63,667]
Clinica cutanea 3 (8,82%) 10 (7,75%) 1,000 1,152 [0,299-4,440]
Prurito cutaneo 2 (5,88%) 9 (6,98%) 1,000 0,833 [0,172-4,050]
Prurito anal 1(2,94%) 9 (6,98%) 0,472 0,404 [0,049-3,305]
Eosinofilia 14 (41,18%) 29 (22,48%) 0,028 2,414 [1,086-5,363]

Cifra eosinofilos (cél/mm?) 114(25’%_[1174 E? 01)'64] 1192(’5535 05;?2?’26] 0,282 .
Duracién sintomas (dias) 175,30 [+144,03] 135,67 [£157,42] 0,184 B

(5-418) (4-730)

Microbiologia:
Enterobius vermicularis 20 (58,82%) 20 (15,50%) <0,0001 7,786 [3,385-17,908]
E. vermicularis en convivientes 23 (67,65%) 27 (20,93%) <0,0001 7,899 [3,429-18,195]
Blastocystis spp. 4 (11,76%) 26 (20,16%) 0,383 0,528 [0,171-1,633]
Entamoeba spp. 1(2,94%) 10 (7,75%) 0,462 0,361 [0,045-2,920]
Strongyloides stercolaris 1(2,94%) 19 (14,73%) 0,078 0,175 [0,023-1,360]
Tratamiento:
Metronidazol 25 (73,53%) 60 (46,51%) 0,005 3,194 [1,384-7,376]
Paromomicina 8 (23,53%) 61 (47,29%) 0,013 0,343 [0,145-0,814]
Evolucion:
Curacion Metronidazol (Si/No) 6/2 52/8 0,593 0,462 [0,079-2,696]
Curacién Paromomicina (Si/No) 23/2 59/2 0,576 0,390 [0,052-2,934]
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La mayoria de los pacientes diagnosticados de infeccién por D. fragilis eran
de procedencia autdctona (55,21%), seguidos de inmigrantes (30,67%) y viajeros
(14,11%). En el caso de los inmigrantes, los paises de origen por orden de frecuencia
fueron: Guinea Ecuatorial (14 casos), Ecuador (13 casos), Colombia (6 casos),
Paraguay y Pakistan (4 casos cada uno), Bolivia y Sahara (2 casos cada uno) y otros

paises: Brasil, Camertn, Israel, Mali, Pakistan y Senegal (1 caso cada uno) (Fig. 12).

Sahara

Guinea
Ecuatorial
Pakistan
Paraguay
Ecuador
Colombia

Figqura 12. Pais de procedencia de los pacientes inmigrantes incluidos en el estudio.

La estancia promedio en Espafia de los inmigrantes previa a la consulta fue
de 1949,53 [+1912,47] dias, con un rango entre 4 y 7466 dias. Siete de ellos llevaban

viviendo en Espafia menos de 90 dias.

Veintitrés pacientes eran viajeros (14,11%), de los cuales trece (56,52%)
correspondian a inmigrantes que habian regresado temporalmente a sus lugares de
origen (VFR). En cinco casos, el destino del viaje habia sido Guinea Ecuatorial, en
tres casos Senegal, Tailandia y Tanzania respectivamente, en dos casos Colombia y
Nigeria, y en los otros seis casos: Argentina, Bolivia, Brasil, China e Israel (un caso
cada uno). El tiempo medio transcurrido entre el viaje y la primera visita fue de

79,76 [+120,25] dias, con un rango entre 3 y 365 dias.

Las caracteristicas generales de los tres grupos de pacientes segin su

procedencia (autoctonos, inmigrantes y viajeros) se muestran en la tabla 8.
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Tabla 8. Caracteristicas diferenciales de los pacientes seguin su procedencia: autoctonos,

inmigrantes y viajeros.

Pardmetros Pacientes autdctonos Inmigrantes Viajeros el
N=90 N=50 N=23
Caract. demograficas:
Sexo (Femenino%) 49 (54,44%) 26 (50,98%) 12 (52,17%) 0,956
Edad (Media [DS]) 35,03 [+21,32] (5-77) | 32,84 [+15,05] (5-60) | 37,35 [+16,83] (4-71) 0,684
Nifios < 14 anos 26 (28,89%) 5 (10,00%) 3 (13,04%) 0,019
Caract. epidemiologicas:
Contacto con nifios < 14 afios 53 (58,89%) 19 (38,00%) 6 (26,09%) 0,005
Residencia en zona rural 26 (28,89%) 13 (26,00%) 11 (47,83%) 0,147
Contacto con animales 17 (18,89%) 8 (16,00%) 7 (30,43%) 0,341
Caracteristicas clinicas:
Asintomaticos 30 (33,33%) 18 (36,00%) 8 (34,78%) 0,951
Dolor abdominal 33 (36,67%) 18 (36,00%) 10 (43,48%) 0,807
Distensién abdominal 8 (8,89%) 5 (10,00%) 3 (13,04%) 0,815
Diarrea aguda 4 (4,44%) 2 (4,00%) 4 (17,39%) 0,078
Diarrea cronica 16 (17,78%) 5 (10,00%) 3 (13,04%) 0,477
Nauseas / vomitos 5 (5,56%) 2 (4,00%) 1 (4,35%) 1,000
Ileitis/ colitis 0 (0,00%) 2 (4,00%) 1 (4,35%) 0,120
Pérdida de peso 4 (4,44%) 3 (6,00%) 1 (4,35%) 0,881
Fiebre 2 (2,22%) 0 (0,00%) 0 (0,00%) 0,659
Clinica cutanea 8 (8,89%) 4 (8,00%) 1 (4,35%) 0,923
Prurito cutaneo 7 (7,78%) 2 (4,00%) 2 (8,70%) 0,678
Prurito anal 8 (8,89%) 2 (4,00%) 0 (0,00%) 0,349
Eosinofilia 27 (30,00%) 13 (26,00%) 3 (13,04%) 0,257
. e , 1030,63 [+404,15] 974,69 [+352,50] 3362,00 [+3914,51]

Cifra eosinofilos (cél/mm?3) (530-1780) (560-1567) (780-7866) 0,394

Duracién sintomas (dias) 441,63 [+486,62] 90,46 [+99,50] 48,79 [+44,66] 0,003
(9-1780) (4-344) (10-180)

Caract. microbiologicas:
Enterobius vermicularis 34 (37,78%) 5 (9,80%) 1 (4,35%) <0,001
E. vermicularis en convivientes 39 (43,33) 8 (16,00%) 3 (13,04%) <0,001
Blastocystis spp. 19 (21,11%) 11 (21,57%) 0 (0,00%) 0,048
Entamoeba spp. 2 (2,22%) 7 (13,73%) 1 (4,35%) 0,020
Strongyloides stercolaris 4 (4,44%) 13 (26,00%) 3 (13,04%) 0,001
Tratamiento:
Metronidazol 47 (52,22%) 25 (50,00%) 13 (56,52%) 0,874
Paromomicina 40 (44,44%) 20 (40,00%) 9 (39,13%) 0,831
Evolucion:
Curacion Metronidazol (Si/No) 39/8 24/1 12/1 0,266
Curacion Paromomicina (5i/No) 37/3 20/0 8/1 0,332
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No hay diferencias significativas en relacion con el sexo ni con la edad entre
los tres grupos, aunque si en la presencia de nifios < 14 afos (p=0,019), que resulto

mas frecuentes en el grupo de pacientes autdctonos.

4.1.2 Caracteristicas epidemioldgicas.

El estudio epidemioldgico mostré que un 69,33% de los pacientes residia en
zonas urbanas, aunque cuatro familias viajaban durante el fin de semana a una
segunda residencia situada en zona rural. De los pacientes residentes en zonas

rurales, 11 realizaban labores agricolas sin guantes ni proteccion de ningun tipo.

Aunque hubiera sido interesante el estudio de superficies o alimentos
potencialmente contaminados, excedia el objetivo de este trabajo, sin embargo, es
de resefiar el caso de una familia que tenia una segunda residencia rural, en la que

existia un tanque de agua, en el cual se demostro la presencia de Dientamoeba fragilis.

Con respecto a los animales de compania, iinicamente treinta y dos pacientes
(19,63%) tenian contacto con ellos, mayoritariamente gatos, perros, caballos y vacas.
Una familia en la que sus dos miembros estaban infectados, vivia en zona rural y
tenia un contacto profesional con animales (caballos, ovejas, perros), a los que se

realizd un estudio veterinario sin que se demostrarse la presencia de D. fragilis.

No se encontraron diferencias significativas respecto a la residencia en medio

urbano o rural o a la presencia de animales entre los tres grupos.

En 78 casos (47,85%), los pacientes habian estado en contacto con nifios por

debajo de los 14 afios, especialmente en el grupo de pacientes autdctonos (p=0,005).

Es dificil hablar de estacionalidad en un protozoo del que se desconoce su
periodo de incubacidn, aunque parece haber un predominio de casos en los meses
de mayo y junio, por un lado, y noviembre y diciembre por otro. Se observa,
ademas, un claro descenso en la incidencia en los meses de verano (julio y agosto)

(Fig. 13).
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Figura 13. Incidencia de la infeccion por D. fragilis en cada mes del afio.

4.1.3 Caracteristicas clinicas.

De los 163 pacientes con infeccion confirmada por D. fragilis, los motivos
de consulta fueron, por orden de frecuencia: razones epidemioldgicas, (39,88%),
entre las que destaca el estudio de contactos o convivientes de pacientes infectados,
dolor abdominal (17,80%), eosinofilia (11,04%), diarrea (9,82%), cribado (19,05%),
problemas cutdneos (9,52%) y fiebre (0,61%). El resto de pacientes (9,82%)
consultaron por otros motivos, como prurito generalizado, artromialgias y pérdida

de peso.

Cincuenta y seis pacientes (34,36%) se encontraban asintomaticos al
diagnostico. En el grupo de pacientes sintométicos, la mayoria de ellos describié un
sintoma (58,88%), 29,90% describi6 dos, 7,48% tres y 3,74% cuatro o mas sintomas

(Fig. 14).
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Figura 14. Porcentaje de pacientes asintomaticos, con 1, 2, 3 y 4 6 mas sintomas.

Los sintomas referidos por los pacientes por orden de frecuencia fueron:
dolor abdominal (37,42%), diarrea cronica (14,72%), distensién abdominal (9,82%),
alteraciones cuténeas (7,98%), prurito cutdneo (6,75%), diarrea aguda y prurito anal
(6,13% cada uno), nauseas/ vomitos y pérdida de peso (4,91% cada uno), fiebre e

ileitis (1,23% cada uno) y colitis (0,61%) (Fig. 15).

ZZ | B Dolor abdominal
50 | B Distensién abdominal
w 45 m Diarrea aguda
"% 40 Diarrea crénica
.;; 35 - m Nauseas / vomitos
g 30 - m Ileitis/ Colitis
g 25 - Pérdida de peso
g 20 7 Fiebre
Z
151 Clinica cutanea
] Prurito cutaneo
Z : . e Prurito anal

Sintoma

Figura 15. Frecuencia de los sintomas presentados por los pacientes.
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En referencia a la sintomatologia clinica segun el origen de los pacientes no
se encontraron diferencias significativas en la presencia o no, el tipo y el nimero de

sintomas entre los tres grupos.

El examen fisico mostr6 dolor abdominal difuso en la paciente con colitis,
dolor localizado en fosa iliaca derecha en los dos pacientes con ileitis, y sensibilidad

abdominal en otros veintisiete. En los demas pacientes, el examen fisico fue normal.

Los trece pacientes con manifestaciones cutdneas presentaron prurito
cutaneo, acompanado de una reaccion urticariforme en 6 de ellos. En este grupo, la
coinfeccion con Blastocystis spp. fue mas frecuente (5 de 13 pacientes, p=0,066, OR
3,125 [0,944-10,345]) asi como la presencia de eosinofilia en sangre periférica (8 de
13 pacientes, p=0,0002; OR 11,03 [3,268-37,238]), resultando estadisticamente

significativa tinicamente esta ultima.

De los 163 pacientes del estudio, tres presentaron cuadros clinicos de
mayor severidad: dos en forma de ileitis y una paciente en forma de colitis. Los tres
casos fueron diagnosticados mediante colonoscopia y toma de biopsias, que
posteriormente fueron procesadas y analizadas por el Servicio de Anatomia
patoldgica. En ninguno de los 3 pacientes se logré demostrar la presencia de D.
fragilis en las muestras histoldgicas (si en el estudio coproparasitario), pero tanto la
sintomatologia referida por los pacientes, como las alteraciones inflamatorias
observadas a nivel intestinal y la buena respuesta clinica al tratamiento, son datos

que sittan a D. fragilis como causante principal del cuadro clinico.

Las figuras 16 y 17 pertenecen a la colonoscopia realizada a la paciente
diagnosticada de colitis por D. fragilis. En ellas se aprecia la afectacion de la mucosa
del colon que se extiende desde el margen anal hasta el angulo esplénico del colon.
La mucosa se encuentra eritematosa, con pérdida del patron vascular, muy friable
y sangrante de forma espontanea, y con presencia de coagulos (Fig. 16). Ademas,
llama la atencién la presencia de aftas y tulceras (Fig. 17), hallazgos todos ellos

compatibles con colitis infecciosa.
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Figura 16. Mucosa de colon descendente de paciente con colitis por D. fragilis. Se
observa un punteado eritematoso, pérdida del patrén vascular y la presencia de coagulos.

Figura 17. Ulcera y aftas localizadas en la mucosa del colon descendente de paciente con
colitis por D. fragilis.

En las colitis infecciosas por D. fragilis se ha descrito afectacion de las capas
de la mucosa (epitelio de superficie, lamina propia y muscularis mucosae), y de la
submucosa (103,106), permaneciendo las capas muscular y serosa indemnes.

En relacion con la histologia de las muestras de colon descendente tomadas
a la paciente anterior, se observa una distorsion arquitectural, con la presencia de
eosindfilos y neutrofilos en la lamina propia. Estos tiltimos penetran en las criptas e

infiltran el epitelio de superficie (Figuras 18A y B).
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Figura 18. Biopsia de colon de paciente con colitis por D. fragilis tefiidas con

hematoxilina-eosina. A: Biopsia 20x, en la que se aprecian dos de las tres capas de la

mucosa: el epitelio de superficie y la ldmina propia. B: Biopsia 40x que muestra un

fragmento de la figura anterior, inicamente de la ldmina propia. En ambas figuras se

aprecia la existencia de criptas, cuya arquitectura esta alterada al presentar un infiltrado
de neutrofilos. También se observa la presencia de eosinoéfilos en la lamina propia.
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La duracién media de los sintomas antes de la primera visita fue de 141,77
[£155,03] dias (limites 4-730). Al analizar la duracion de los sintomas en los tres
grupos de pacientes (autdctonos, inmigrantes y viajeros) mediante el test de Kruskal-
Wallis, se observo una diferencia estadisticamente significativa (p=0,003). Se aplicd
posteriormente el test de Dunn con resultados estadisticamente significativos al
comparar el grupo de pacientes autdctonos con el de viajeros (p=0,002), y al
comparar el grupo de pacientes autdctonos con el de inmigrantes (p=0,027). No
hubo diferencias entre inmigrantes y viajeros (p=0,478). La duracién de los sintomas

fue, por tanto, significativamente superior en los pacientes autdctonos.

Dentro de los 106 pacientes sintomaticos, en 65 fue posible recoger con
fiabilidad la duracién de los sintomas, lo que permiti6 comparar aquellos con
infeccion aguda y cronica (Tabla 9). De estos pacientes, un elevado porcentaje (50
casos, 76,92%) habia presentado sintomatologia clinica durante 30 dias o mads
(infeccion cronica), y los restantes (15 casos, 23,08%) referian sintomas de una

duracion menor a 30 dias (infeccion aguda).

No se encontraron diferencias significativas en el sexo, edad o presencia de
nifios de edad < 14 anos. El porcentaje de pacientes de procedencia autdctona fue

significativamente superior en el grupo de infeccion cronica (p=0,016).

La infeccion aguda se asocio con el antecedente de viajes en los dias previos,
aunque sin significacion estadistica (p=0,072; OR 3,500 [0,973-12,590]). En el grupo
de pacientes con infeccion cronica fue mas frecuente en antecedente de contacto con

ninos < 14 anos (p=0,016; OR=4,250 [1,246-14,497]).

En relacion con la sintomatologia clinica Unicamente se observaron
diferencias estadisticamente significativas en el caso de la diarrea aguda, presente
unicamente en los pacientes con infeccion aguda (p<0,001, 52,905 [2,713-1031,686]),
y la diarrea cronica presente en los pacientes con infeccion cronica (p=0,007; OR

19,191 [1,086-339,236]).
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Tabla 9. Caracteristicas de los pacientes con infeccion aguda y crénica.

Infeccion aguda

Infeccion cronica

p-

Parametros N=15 N=50 valor OR

Caract. demograficas:
Sexo (Femenino %) 9 (60,00%) 24 (48,00%) 0,417 1,625 [0,503-5,249]
Edad (Media [DS]) 39,13 [£17,30] (5-71) | 35,54 [£20,37] (5-77) | 0,478 -
Nifios < 14 afios 1 (6,67%) 9 (18,00%) 0,431 0,325 [0,038-2,803]
Procedencia:
Autéctono 4 (26,67%) 33 (61,11%) 0,016 0,298 [0,085-1,041]
Inmigrante 5 (33,33%) 8 (16,00%) 0,268 2,625 [0,706-9,759]
Viajero 6 (40,00%) 8 (16,00%) 0,072 3,500 [0,973-12,590]
Caract. epidemiologicas:
Contacto con nifios < 14 afnos 5 (33,33%) 34 (68,00%) 0,016 0,235 [0,069-0,803]
Residencia en zona rural 6 (40,00%) 11 (22,00%) 0,191 2,364 [0,690-8,093]
Contacto con animales 3 (20,00%) 7 (14,00%) 0,685 1,536 [0,344-6,857]
Caracteristicas clinicas:
Asintomaticos 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1,000 3,258 [0,062-171,098]
Dolor abdominal 8 (53,33%) 30 (60%) 0,647 0,762 [0,239-2,434]
Distensién abdominal 2 (13,33%) 7 (14,00%) 1,000 0,945 [0,175-5,119]
Diarrea aguda 5 (33,33%) 0 (0,00%) <0,001 | 52,905 [2,713-1031,686]
Diarrea crénica 0 (0,00%) 19 (38,00%) 0,007 0,052 [0,003-0,921]
Nauseas / vomitos 1 (6,67%) 5 (10,00%) 1,000 0,643 [0,069-5,974]
Tleitis/ colitis 0 (0,00%) 3 (6,00%) 0,579 0,438 [0,021-8,955]
Pérdida de peso 0 (0,00%) 5 (10,00%) 0,333 0,267 [0,014-5,109]
Fiebre 0 (0,00%) 1(2,00%) 1,000 1,065 [0,041-27,485]
Clinica cutanea 2 (13,33%) 6 (12,33%) 1,000 1,128 [0,203-6,274]
Prurito cutaneo 1 (6,67%) 8 (16,00%) 0,446 0,375 [0,043-3,268]
Prurito anal 1 (8,89%) 5 (10,00%) 1,000 0,643 [0,069-5,974]
Eosinofilia 3 (20,00%) 19 (38,00%) 0,327 0,408 [0,102-1,635]

Cifra eosinéfilos (cél/mmp) 102(3;;3_[3:(%’54] 137(2'513105;22)7’33] 0,929 ;
Duracién sintomas (dias) 14,33 [£7,25] 180,00 [+157,84] <0,001 B

(4-28) (30-730)

Microbiologia:
Enterobius vermicularis 3 (20,00%) 15 (30,00%) 0,529 0,583 [0,144-2,371]
E. vermicularis en convivientes 2 (13,33%) 16 (32,00%) 0,201 0,327 [0,066-1,624]
Blastocystis spp. 2 (13,33%) 6 (12,00%) 1,000 1,128 [0,203-6,274]
Entamoeba spp. 0 (0,00%) 3 (6,00%) 0,579 0,438 [0,021-8,955]
Strongyloides stercolaris 2 (13,33%) 3 (6,00%) 0,582 2,410 [0,364-15,982]
Tratamiento:
Metronidazol 5 (33,33%) 25 (50,00%) 0,256 0,500 [0,149-1,674]
Paromomicina 9 (60,00%) 23 (46,00%) 0,343 1,761 [0,545-5,692]
Evolucion:
Curacion Metronidazol (Si/No) 4/1 21/4 1,000 0,762 [0,067-8,727]
Curacion Paromomicina (5i/No) 8/1 21/2 1,000 0,762 [0,060-9,611]
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Tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las

coinfecciones, el tratamiento recibido, ni las tasas de curacidn entre los pacientes

con infeccion aguda y cronica.

Comparando las caracteristicas de pacientes sintomaticos y asintomaticos

no se encontraron diferencias significativas en el sexo, edad, origen, presencia de

nifos y otras coinfecciones entre ambos grupos. Las caracteristicas de los pacientes

sintomaticos y asintomaticos se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas diferenciales de los pacientes sintomaticos y asintomaticos.

Pacientes Pacientes
Pardmetros sintomaticos asintomaticos p- valor OR
N=107 N= 56
Caract. demograficas:
Sexo (Femenino %) 60 (56,07%) 27 (48,21%) 0,340 1,371 [0,717-2,623]
Edad (Media [DS]) 34,58 [£19,42] (5-77) | 34,89 [+18,16] (4-72) | 0,923 -
Nifios < de 14 afios 21 (19,63%) 13 (23,21%) 0,590 0,808 [0,369-1,767]
Procedencia:
Autéctono 60 (56,07%) 30 (53,57%) 0,764 1,106 [0,578-2,118]
Inmigrante 32 (29,91%) 18 (32,14%) 0,858 0,901 [0,449-1,808]
Viajero 15 (14,02%) 8 (14,29%) 1,000 0,987 [0,387-2,470]
Caract. epidemiologicas:
Contacto con nifios < 14 afnos 48 (44,86%) 30 (53,57%) 0,290 0,705 [0.369-1,349]
Residencia en zona rural 28 (26,17%) 22 (39,29%) 0,085 0,548 [0,275-1,090]
Contacto con animales 17 (15,89%) 15 (26,79%) 0,096 0,516 [0,235-1,134]
Microbiologia:
Enterobius vermicularis 29 (27,10%) 11 (19,64%) 0,294 1,521 [0,694-3,335]
E. vermicularis en convivientes 32 (29,91%) 18 (32,14%) 0,764 0,901 [0,449-1,808]
Blastocystis spp. 19 (17,76%) 11 (19,64%) 0,764 0,883 [0,387-2,015]
Entamoeba spp. 5 (4,67%) 5 (8,93%) 0,314 0,500 [0,138-1,806]
Strongyloides stercolaris 11 (10,28%) 9 (16,07%) 0,284 0,598 [0,232-1,543]
Tratamiento: 101 (94,39%) 53 (94,64%) 1,000 0,953 [0,229-3,963]
Metronidazol 56 (52,34%) 29 (51,79%) 1,000 1,022 [0,535-1,953]
Paromomicina 45 (42,06%) 24 (42,86%) 0,920 0,968 [0,503-1,861]
Evolucion:
Curacion Metronidazol (Si/No) 49/7 26/3 1,000 0,808 [0,193-3,388]
Curacion Paromomicina (5i/No) 41/4 24/0 0,290 0,188 [0,010-3,647]
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Del total de pacientes, cuarenta y tres (26,38%) tenian eosinofilia en sangre
con una media de 1176,37 [+1110,75] (rango 530-7866) células/ mm?, siendo ésta leve
en 22 pacientes (51,16%), moderada en 12 pacientes (27,91%) y severa en 9 pacientes
(20,93%). La eosinofilia fue el tnico dato clinico en dieciocho pacientes. Trece
pacientes con eosinofilia estaban coinfectados por E. vermicularis (p=0,313) y seis por
Strongyloides stercoralis (p=0,699). No se evidencié ninguna otra alteraciéon en la

analitica sanguinea.

Comparando la cifra de eosindfilos en los pacientes con eosinofilia (=500
cel/mm?® segun la procedencia (autdctonos, inmigrantes y viajeros) no se
observaron diferencias significativas (p=0,394). Tampoco se observaron diferencias
al comparar los pacientes con infeccién aguda y cronica (p=0,929), ni al comparar

los pacientes con y sin sintomas (p=0,725).

Aunque no se realizd de manera rutinaria, en la paciente diagnosticada de
colitis se solicitd una determinacién de calprotectina en heces, que se encontraba

llamativamente elevada: 2540 pg/g de heces (valores normales: 0-50 pg/g de heces).

En cuanto a otras infecciones parasitarias, cuarenta casos (24,54%) tuvieron
una coinfeccion por Enterobius vermicularis, treinta (18,40%) por Blastocystis spp,
veinte (12,27%) por Strongyloides stercoralis, diez (6,13%) por Entamoeba spp. y cuatro
(2,45%) por Giardia intestinalis (Fig. 19).

E. vermicularis
Blastocystis spp.

m S. Stercolaris

Coinfeccion

m Entamoeba spp.

m Giardia intestinalis

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Numero de pacientes

Figura 19. Coinfecciones mas frecuentes presentadas por los pacientes.
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La infeccién por E. vermicularis fue mds frecuente en pacientes autdctonos
(85,00%) (Fig. 20), en nifios de edad <14 afios (50,00%) (Fig. 21) y en hombres
(52,50%); resultando estadisticamente significativa en pacientes autdctonos
(p<0,001) y en ninos (p<0,0001; OR 7,786 [3,385-17,908]). No hubo diferencias
significativas en la duracién de los sintomas entre los pacientes coinfectados por E.
vermicularis y los no coinfectados (132,89 [+114,22] (15-365) dias frente a 142,98

[+169,53] (4-730) dias, p=0,552).

Viajeros
Inmigrantes

Autoctonos

Figura 20. Coinfeccion por E. vermicularis segun la procedencia de los pacientes.
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Figura 21. Coinfeccion por E. vermicularis por grupos de edad.

No se encontraron otras enfermedades subyacentes significativas, excepto
en tres pacientes, que presentaban una coinfecciéon por VIH, y un paciente que se

encontraba trasplantado de higado (por atresia de vias biliares).
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4.2 SUBESTUDIO 1: Prevalencia de Dientamoeba fragilis en los contactos
domiciliarios de pacientes infectados por D. fragilis. Descripcion de las
caracteristicas diferenciales existentes entre contactos infectados y no

infectados.

De los 105 casos indice diagnosticados de infeccién por Dientamoeba fragilis
Unicamente fue posible realizar el estudio de contactos a un total de 65, de modo
que 40 pacientes fueros excluidos para este subestudio. Los motivos por los cuales
no se pudo realizar el estudio de contactos fueron principalmente dos: ausencia de
contactos o convivientes y negativa del paciente o de sus contactos para realizar el

estudio.

En consecuencia, quedaron incluidos 65 casos iniciales de infecciéon por D.

fragilis y sus 120 contactos domiciliarios, de los cuales se diagnosticoé de infeccion

por D. fragilis a un total de 58 (48,33%) (Fig. 22).

65 casos indice 120

105 casos (con contactos) contactos
indice
incluidos

40 casos

(sin contactos)

Figura 22. Distribucién de los pacientes en el estudio de contactos.

De los 120 contactos estudiados, el 56,00% eran varones. La edad media fue
de 35,22 [£18,80] afios, con un rango entre 4 y 74 anos, y un 22,50% eran ninos de

edad igual o inferior a 14 afios.

Las caracteristicas de los casos indice y de sus contactos se muestran en la

tabla 11.
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Tabla 11. Caracteristicas de los casos indice y sus contactos.

; Casos indice Contactos p-
Parametros N= 65 N=120 valor OR

Caract. demograficas:
Sexo (Femenino %) 39 (60,00%) 54 (45,00%) 0,052 1,833 [0,993-3,384]
Edad (Media [DS]) 33,58 [+18,44] (5-71) | 35,22 [+18,80] (4-74) | 0,492 -
Nifios < 14 anos 12 (18,46%) 27 (22,50%) 0,522 0,780 [0,365-1,666]
Procedencia:
Autoctono 33 (50,77%) 72 (60,00%) 0,227 0,688 [0,374-1,263]
Inmigrante 24 (36,92%) 36 (30,00%) 0,337 1,366 [0,722-2,583]
Viajero 8 (12,31%) 12 (10,00%) 0,632 1,263 [0,448-3,268]
Caract. epidemiologicas:
Contacto con nifos < 14 afios 32 (49,23%) 69 (57,50%) 0,281 0,717 [0,391-1,314]
Residencia en zona rural 19 (29,23%) 29 (24,17%) 0,454 1,296 [0,658-2,555]
Contacto con animales 11 (16,92%) 25 (20,83%) 0,522 0,774 [0,354-1,695]
Caracteristicas clinicas:
Asintomaticos 9 (13,85%) 83 (69,17%) <0,001 0,072 [0,032-0,160]
Dolor abdominal 38 (58,46%) 21 (17,50%) <0,001 6,635 [3,355-13,123]
Distensién abdominal 9 (13,85%) 7 (5,83%) 0,064 2,594 [0,919-7,328]
Diarrea aguda 6 (9,23%) 1 (0,83%) 0,008 12,102 [1,424-102,850]
Diarrea cronica 16 (24,62%) 5 (4,17%) <0,001 7,510 [2,606-21,643]
Nauseas / vomitos 4 (6,15%) 1(0,83%) 0,052 7,803 [0,854-71,344]
Ileitis/ colitis 2 (3,08%) 1(0,83%) 0,553 3,778 [0,336-42,478]
Pérdida de peso 4 (6,15%) 1(0,83%) 0,052 7,803 [0,854-71,344]
Fiebre 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1,000 1,840 [0,036-93,797]
Clinica cutanea 6 (9,23%) 2 (1,67%) 0,023 6,000 [1,175-30,641]
Prurito cutaneo 4 (6,15%) 2 (1,67%) 0,186 3,869 [0,689-21,721]
Prurito anal 5 (7,69%) 3 (2,50%) 0,131 3,250 [0,751-14,062]
Eosinofilia 24 (36,92%) 14 (11,67%) <0,001 4,432 [2,091-9,395]

Cifra eosindfilos (cél/mm3) 931’(‘;@(5;1::(;1)'82] 1533(’670105:;23’05] 0,180 -
Duracién sintomas (dias) 131,66 [+152,80] 96,78 [+108,61] 0,647 }

(5-730) (5-365)

Caract. microbiologicas:
Dientamoeba fragilis 65 (100,00%) 58 (48,33%) <0,001 | 139,957 [8,470-2313,480]
Enterobius vermicularis 17 (26,15%) 21 (17,50%) 0,185 1,670 [0,808-3,452]
E. vermicularis en convivientes 19 (29,23%) 47 (39,17%) 0,179 0,642 [0,336-1,227]
Blastocystis spp. 13 (20,00%) 21 (17,50%) 0,671 1,179 [0,546-2,543]
Entamoeba spp. 4 (6,15%) 3 (2,50%) 0,243 2,557 [0,555-11,794]
Strongyloides stercolaris 8 (12,31%) 6 (5,00%) 0,086 2,667 [0,883-8,053]
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La mayoria de los contactos eran poblacion autoctona (60,00%), seguidos de
los inmigrantes (30,00%). Un 10,00% de los contactos eran viajeros, de los cuales un
41,67% eran VFR. La estancia media en Espana de los inmigrantes desde su llegada
hasta la consulta fue de 3067,31 [+2184,00] dias, con un rango entre 15 y 7466 dias.
En el caso de los viajeros, el tiempo medio transcurrido tras el viaje fue de 184,92

[+143,03] dias, con un rango entre 30 y 365 dias.

Probablemente debido a condicionantes sociofamiliares, fue mas factible
realizar el estudio de contactos a los pacientes de procedencia autdctona en
comparacidn con los otros 2 grupos (inmigrantes y viajeros), aunque sin diferencias
estadisticamente significativas (comparando los tres grupos: p=0,482, y
comparando los inmigrantes con los otros dos grupos: 72/33 frente a 48/32, p=0,227;

OR 1,455 [0,792-3,672]).

Sesenta y nueve contactos (57,50%) describieron la presencia de nifios de
edad < 14 anos en el seno familiar, y 25 (20,83%) tenian contacto con animales

domésticos. Veintinueve (24,17%) residian en zona rural.

En un total de cincuenta y ocho de los contactos (48,33%) se demostro la

presencia de infeccidn por D. fragilis.

Con respecto a las coinfecciones, 21 contactos (17,50%) presentaron una
coinfeccion por E. vermicularis y 47 (39,17%) tenian algan miembro de la familia
infectado por oxiuros. Veintitin individuos estaban infectados por Blastocystis spp.,

6 por Strongyloides stercoralis, 3 por Entamoeba spp. y 1 por Giardia intestinalis.

Al comparar los controles con los casos indice, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas en relacion con: el sexo, la edad, la procedencia, la
residencia en zona rural, la presencia de nifios en la familia, el contacto con

animales, o las coinfecciones por otros parasitos.

En cuanto a la sintomatologia clinica, un 69,17% de los contactos se

encontraban asintomaticos, frente a un 13,85% de los casos indice (p<0,001; OR
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13,958 [6,250-31,172]), y entre aquellos que presentaban sintomas, los mads
frecuentes fueron el dolor y/o distension abdominal y la diarrea crénica, aunque

todos ellos en menor proporcion que en los casos indice (Fig. 23).

@ Casos indice

70 Contactos

Numero de pacientes
S
(=)
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Sintomas

Figura 23. Frecuencia de cada uno de los sintomas en el grupo de casos indice y en el

grupo de contactos.

El dolor abdominal, la diarrea aguda, la diarrea crénica, la clinica cutdnea y
la presencia de eosinofilia, fueron mas frecuentes en el grupo de casos indice con

resultados estadisticamente significativos:

e Dolor abdominal: p<0,001; OR 6,635 [3,355-13,123]

» Diarrea aguda: p=0,008; OR 12,102 [1,424-102,850]

» Diarrea cronica: p<0,001; OR 7,510 [2,606-21,643]

 Clinica cutdnea: p=0,023; OR 6,000 [1,175-30,641]

» Eosinofilia: p>0,001; OR 4,432 [2,091-9,395]

Como ya se ha senalado, cincuenta y ocho de los contactos (48,33%) tenian

una PCR positiva para D. fragilis. En la tabla 12 se muestran las caracteristicas

comparativas entre los contactos infectados y no infectados.
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Tabla 12. Caracteristicas de los contactos infectados y no infectados por D. fragilis.

Parimetro Contactos con D. Contactos sin p- OR
fragilis (N=58) D. fragilis (N=62) valor
Caract. demograficas:
Sexo (Femenino %) 24 (41,38%) 30 (48,39%) 0,442 0,753 [0,366-1,550]
Edad (Media [DS]) 32,12 [£20,28] (4-72) 38,11 [+16,96] (7-74) | 0,111 -
Nifios < 14 anos 20 (34,48%) 7 (11,29%) 0,002 4,135 [1,592-10,745]
Procedencia:
Autoctono 39 (67,24%) 33 (53,23%) 0,118 1,804 [0,860-3,786]
Inmigrante 15 (25,86%) 21 (33,87%) 0,337 0,681 [0,310-1,499]
Viajero 4 (6,90%) 8 (12,90%) 0,273 0,500 [0,142-1,759]
Caract. epidemiologicas:
Contacto con nifios < 14 afios 40 (68,97%) 29 (46,77%) 0,014 2,529 [1,198-5,339]
Residencia en zona rural 21 (36,21%) 8 (12,90%) 0,003 3,831 [1,534-9,570]
Contacto con animales 15 (25,86%) 10 (16,13%) 0,190 1,814 [0,740-4,445]
Caracteristicas clinicas:
Asintomaticos 34 (58,62%) 49 (79,03%) 0,016 0,376 [0,168-0,840]
Dolor abdominal 13 (22,41%) 8 (12,90%) 0,170 1,950 [0,743-5,121]
Distensién abdominal 5 (8,62%) 2 (3,23%) 0,261 2,830 [0,527-15,200]
Diarrea aguda 0 (0,00%) 1(1,61%) 1,000 0,350 [0,014-8,776]
Diarrea cronica 2 (3,45%) 3 (4,84%) 1,000 0,702 [0,113-4,362]
Nauseas / vomitos 1(1,72%) 0 (0,00%) 0,483 3,261 [0,130-81,666]
Ileitis 1(1,72%) 0 (0,00%) 0,483 3,261 [0,130-81,666]
Pérdida de peso 1(1,72%) 0 (0,00%) 0,483 3,261 [0,130-81,666]
Fiebre 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1,000 1,068 [0,021-54,725]
Clinica cutanea 1(1,72%) 1(1,61%) 1,000 1,070 [0,065-17,516]
Prurito cutaneo 1(1,72%) 1(1,61%) 1,000 1,070 [0,065-17,516]
Prurito anal 3 (5,17%) 0 (0,00%) 0,110 7,883 [0,398-156,008]
Eosinofilia 10 (17,24%) 4 (6,45%) 0,089 3,021 [0,891-10,242]
Cifra eosindfilos (cél/mm?) 1767;280[_172816667)'16] 9?30[0212‘33)2] 0,304 _
Caract. microbiologicas:
Enterobius vermicularis 21 (36,21%) 0 (0,00%) <0,001 | 71,667 [4,217-1218,052]
E. vermicularis convivientes 30 (51,72%) 17 (27,42%) 0,006 2,836 [1,327-6,060]
Blastocystis spp. 9 (15,52%) 12 (19,35%) 0,578 0,765 [0,296-1,979]
Entamoeba spp. 1(1,72%) 2 (3,23%) 1,000 0,526 [0,046-5,965]
Strongyloides stercoralis 1(1,72%) 5 (8,06%) 0,208 0,200 [0,023-1,766]

Al comparar los contactos infectados y no infectados no se observan

diferencias en relacidon con el sexo ni con la edad, pero si en el porcentaje de nifios

con edad igual o inferior a 14 anos, que resultd significativamente superior en los

contactos infectados (p=0,002; 4,135 [1,592-10,745]) (Fig. 24).
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Figura 24. Distribucion de contactos infectados y no infectados por grupos de edad.

Tampoco existe diferencia en relacion con el origen de los pacientes
pertenecientes al grupo de contactos infectados y no infectados. En el caso de los
inmigrantes, el tiempo medio de estancia en Espana fue de 3562,37 [+1229,85] (15-
7300) para los contactos no infectados y de 2479,44 [+2379,80] (98-7466) para los

infectados, sin diferencias significativas (p=0,142).

Respecto a las antecedentes epidemiologicos, el contacto con nifios, la
residencia en zona rural y el contacto con animales fueron mas frecuentes en el
grupo de contactos infectados, resultando estadisticamente significativo en los dos
primeros (contacto con nifios: p=0,014; OR 2,529 [1,198-5,339] y residencia en zona
rural: p=0,003; OR 3,831 [1,534-9,570]).

La presencia de sintomas en general, resultd mas frecuente en los contactos

infectados (p=0,016; OR 2,661 [1,190-5,947]).

Un 36,21% de los contactos infectados por D. fragilis estaban ademas
coinfectados por E. vermicularis, no observandose ningun caso de coinfeccion en los
contactos no infectados por D. fragilis (21/37 versus 0/62 p<0,001; OR 71,667 [4,217-
1218,052]). También se observd una alta tasa de coinfeccion en el medio familiar

(30/28 versus 17/41 p=0,006; OR 2,836 [1,327-6,060]).
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4.3 SUBESTUDIO 2. Estudio comparativo de la eficacia de los tratamientos
realizados e identificacion de los posibles factores ligados al fracaso

terapéutico.

Ciento cincuenta y cuatro pacientes (94,48%) recibieron tratamiento. De ellos
85 (55,19%) fueron tratados inicialmente con metronidazol y el resto (69 pacientes,
44,81%) con paromomicina. Las caracteristicas de los pacientes tratados con cada

uno de los dos farmacos se muestran en la tabla 13.

Los nueve pacientes restantes no recibieron tratamiento por dos motivos:
porque no acudieron a la consulta de revision tras ser diagnosticados, o bien, en el
caso de mujeres embarazadas, porque se decidié posponer el tratamiento hasta

después del parto.

De todos los pacientes incluidos en el estudio, uno de ellos acudio a la
consulta ocho meses después de haber presentado en un estudio coproparasitario
una PCR positiva para D. fragilis. Por este motivo se decidié solicitar una nueva
determinacion en la que no se evidencio la presencia de dicho parasito. Dado que el
paciente negaba haber recibido tratamiento alguno, y que la sintomatologia clinica

habia desaparecido, se asumio que se trataba de un caso de curacion espontanea.

Comparando las caracteristicas de los pacientes tratados con cada uno de los
tarmacos no hay diferencias significativas en el sexo, la edad o el pais de origen
entre los dos grupos, aunque la mayoria de los nifios menores de 14 anos se trataron

con metronidazol (p=0,007; OR 3,178 [1,328-7,601]).

Once pacientes pertenecientes al grupo del metronidazol describieron
nauseas durante el tratamiento y 4 pacientes tratados con paromomicina
presentaron diarrea. Ambos sintomas fueron atribuidos al tratamiento dado que

cesaron al finalizar los mismos.
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Tabla 13. Caracteristicas de los pacientes pertenecientes a cada grupo de tratamiento.

Pardmetros MetrNo:;;lazol Parolr\111:r6nglcma . 51-0 ) OR
Caracteristicas demograficas:
Sexo (Mujeres %) 44 (51,76%) 36 (52,17%) 1,000 0,984 [0,521-1,858]
Edad (Media [DS]) 33,66 [+20,64] (4-72) | 36,54 [+17,63] (9-77) | 0,277 -
Nifios menores de 14 afios 25 (29,41%) 8 (11,59%) 0,007 3,178 [1,328-7,601]
Procedencia:
Autoctono 47 (55,29%) 40 (57,97%) 0,740 0,897 [0,472-1,703]
Inmigrante 25 (29,41%) 20 (28,99%) 1,000 1,021 [0,508-2,053]
Viajero 13 (15,29%) 9 (13,04%) 0,689 1,204 [0,481-3,010]
Caract. epidemiologicas:
Contacto con nifios < 14 afios 50 (58,82%) 26 (37,68%) 0,009 2,363 [1,232-4,530]
Residencia en zona rural 36 (42,35%) 11 (15,94%) <0,001 | 3,874 [1,785-8,408]
Contacto con animales 20 (23,53%) 11 (15,94%) 0,244 1,622 [0,717-3,671]
Caracteristicas clinicas:
Asintomaticos 29 (34,12%) 24 (34,78%) 0,920 0,971 [0,498-1,894]
Dolor abdominal 36 (42,35%) 22 (31,88%) 0,182 1,570 [0,810-3,050]
Distensién abdominal 8 (9,41%) 7 (10,14%) 0,862 0,920 [0,316-2,678]
Diarrea aguda 3 (3,52%) 7 (10,14%) 0,112 0,324 [0,081-1,304]
Diarrea cronica 11 (12,94%) 12 (17,39%) 0,442 0,816 [0,334-1,993]
Nauseas / vomitos 5 (5,88%) 2 (2,90%) 0,461 | 2,094 [0,394-11,141]
Ileitis/ colitis 2 (2,35%) 1(1,45%) 1,000 | 1,639 [0,145-18,460]
Pérdida de peso 4 (4,71%) 4 (5,80%) 1,000 0,803 [0,193-3,333]
Fiebre 1(1,18%) 1(1,45%) 1,000 | 0,810 [0,050-13,183]
Clinica cutanea 5 (5,88%) 7 (10,14%) 0,327 0,554 [0,168-1,828]
Prurito cutaneo 4 (4,71%) 7 (10,14%) 0,221 0,437 [0,123-1,561]
Prurito anal 5 (5,88%) 4 (5,80%) 1,000 1,016 [0,262-3,937]
Eosinofilia 28 (32,94%) 14 (20,29%) 0,080 1,930 [0,920-4,048]
) Lo , 1027,36 [+1350,84] 1071,29 [+392,52]
Cifra eosinofilos (cél/mm?3) (550-7866) (530-1768) 0,607 -
Caract. microbiologicas:
Enterobius vermicularis 31 (36,47%) 9 (13,04%) 0,001 3,827 [1,672-8,761]
E. vermicularis en convivientes 40 (47,06%) 10 (14,49%) <0,001 | 5,244 [2,370-11,604]
Blastocystis spp. 9 (10,59%) 16 (23,19%) 0,035 0,392 [0,161-0,954]
Entamoeba spp. 2 (2,35%) 6 (8,70%) 0,141 0,253 [0,049-1,296]
Strongyloides stercoralis 6 (7,06%) 12 (17,39%) 0,047 0,361 [0,128-1,018]
Evolucion:
Curacion clinica a las 4 sem. 77 (90,59%) 65 (94,20%) 0,597 0,592 [0,171-2,057]
Curacion microblologica a las 75 (88,24%) 65 (94,20%) 0,317 | 0,462 [0,138-1,542]

4 semanas.
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Por otro lado, la presencia de coinfeccion por E. wvermicularis fue
significativamente mayor en el grupo de metronidazol, tanto en los pacientes
incluidos del estudio (p=0,001; OR 3,827 [1,672-8,761]), como en sus convivientes
(p<0,001; OR 5,244 [2,370-11,604]).

Ciento cuarenta pacientes (90,91%) evolucionaron hacia la curacion con la
primera linea de tratamiento. Comparando ambos tratamientos se observo una tasa
de curacion de 88,24% en los pacientes que recibieron metronidazol, frente a una
tasa de 94,20% en el grupo de la paromomicina, sin diferencias significativas entre

ambos tratamientos (p=0,317; OR 0,462 [0,138-1,542]).

Los pacientes que fracasaron con la primera linea de tratamiento recibieron
una terapia de rescate con paromomicina, que se asocio a mebendazol, en aquellos
casos en los se habia objetivado la presencia de E. vermicularis en el paciente o en

sus convivientes.

El 94,20% de los pacientes pertenecientes al grupo de la paromomicina
mostraron una ausencia de sintomas y una negativizacion de los controles
parasitoldgicos a las cuatro semanas. Por el contrario, 10 pacientes del grupo del
metronidazol mostraron presencia de D. fragilis en heces a las cuatro semanas del
tratamiento, pero tnicamente 6 de ellos describieron la persistencia de sintomas en
forma de distension abdominal. Todos ellos se curaron tras una segunda linea de

tratamiento con paromomicina.

No hay diferencias significativas en el sexo (p=0,493), edad (p=0,945) o lugar
de procedencia entre los pacientes curados y no curados (Tabla 14). Tampoco se
observaron diferencias en ninguna de las caracteristicas clinicas entre ambos grupos

(curados y no curados).
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Tabla 14. Caracteristicas diferenciales de los pacientes curados y no curados con la

primera linea de tratamiento.

, Curacion No curacion -
Parametros N=141 N=14 vflor OR
Caract. demograficas:
Sexo (Femenino%) 74 (52,48%) 6 (42,86%) 0,493 1,473 [0,486-4,464]
Edad (Media [DS]) 35,06 [+19,34] (4-77) | 34,36 [£19,37] (11-66) | 0,945 -
Nifios menores de 14 afios 29 (20,57%) 4 (28,57%) 0,499 0,647 [0,189-2,213]
Procedencia:
Autoctono 77 (56,61%) 11 (78,57%) 0,149 0,328 [0,088-1,227]
Inmigrante 44 (31,21%) 1(7,14%) 0,065 5,897 [0,748-46,497]
Viajero 20 (14,18%) 2 (14,29%) 1,000 0,992 [0,206-4,767]
Caract. epidemiologicas:
Contacto nifios < 14 afios 66 (46,81%) 10 (71,43%) 0,140 0,352 [0,105-1,176]
Residencia en zona rural 44 (21,21%) 4 (28,57%) 1,000 1,134 [0,337-3,815]
Contacto con animales 31 (21,99%) 0 (0,00%) 0,074 8,267 [0,480-142,476]
Caracteristicas clinicas:
Asintomaticos 50 (35,46%) 3 (21,43%) 0,383 2,015 [0,537-7,560]
Dolor abdominal 52 (36,88%) 7 (50,00%) 0,335 0,584 [0,194-1,759]
Distensién abdominal 15 (10,64%) 0 (0,00%) 0,364 3,553 [0,202-62,556]
Diarrea aguda 8 (5,67%) 2 (14,29%) 0,224 0,361 [0,069-1,895]
Diarrea cronica 22 (15,60%) 2 (14,29%) 1,000 1,109 [0,232-5,303]
Nauseas / vomitos 6 (4,26%) 1(7,14%) 1,000 0,578 [0,065-5,174]
Tleitis 3 (2,13%) 0 (0,00%) 1,000 0,733 [0,036-14,901]
Pérdida de peso 6 (4,26%) 2 (14,29%) 0,155 0,267 [0,048-1,468]
Fiebre 2 (1,42%) 0 (0,00%) 1,000 0,520 [0,024-11,356]
Clinica cutanea 11 (7,80%) 1(7,14%) 1,000 1,100 [0,131-9,211]
Prurito cutaneo 10 (7,09%) 1(7,14%) 1,000 0,992 [0,118-8,378]
Prurito anal 7 (4,96%) 2 (14,29%) 0,189 0,313 [0,059-1,680]
Eosinofilia 38 (26,95%) 4 (28,57%) 1,000 0,922 [0,273-3,117]
1181,95 [+1172,14] 972,50 [+387,76]

Cifra eosinofilos (cél/mm?3) (530-7866) (600-1500) 1,000 -

Duracién sintomas (dias) 139,53 [+157,06] 149,00 [+144,34] 0,702 -
(4-730) (10-365)

Caract. microbiologicas:
Enterobius vermicularis 31 (21,99%) 9 (64,29%) 0,002 0,157 [0,049-0,501]
E. vermicularis convivientes 41 (29,08%) 9 (64,29%) 0,013 0,228 [0,072-0,721]
Blastocystis spp. 24 (17,02%) 1(7,14%) 0,470 2,667 [0,333-21,364]
Entamoeba spp. 8 (5,67%) 1(7,14%) 1,000 0,782 [0,091-6,750]
Strongyloides stercolaris 17 (12,06%) 1(7,14%) 0,706 1,782 [0,219-14,499]
Tratamiento:
Metronidazol 75 (53,19%) 10 (71,43%) 0,306 0,455 [0,136-1,518]
Paromomicina 65 (46,1%) 4 (28,57%) 0,330 2,138 [0,640-7,141]
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El fracaso terapéutico se asocio significativamente con la coinfeccion por E.
vermicularis (9/5 versus 31/110; p=0,002; OR 6,387 [1,995-20,448]), asi como con la
presencia del mismo en la familia (9/5 versus 41/100, p=0,013; OR 4,390 [1,387-
13,984]). Sin embargo, no se relaciond con el tratamiento con metronidazol (p=0,306;

OR 0,455 [0,136-1,518]) (Fig. 25).
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Caracteristicas microbiologicas

Figura 25. Caracteristicas microbiologicas de los pacientes curados y no curados.

El andlisis multivariable no demostro la existencia de ninguna variable

relacionada con el fracaso terapéutico.

Pag. 83



RESULTADOS

4.4 SUBESTUDIO 3. Estudio comparativo de casos y controles sanos, con el

fin de analizar mas adecuadamente los factores de riesgo y el papel

patogeno de Dientamoeba fragilis.

Del total de pacientes diagnosticados de infeccidn por Dientamoeba fragilis

unicamente fue posible encontrar controles que cumplieran los requisitos del

estudio en 91 de ellos. Las caracteristicas de ambos grupos de pacientes (casos y

controles) se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Caracteristicas de los casos y controles incluidos en el estudio.

, Casos Controles p-

Parametros N= 91 N= 91 valor OR
Caract. demograficas:
Sexo (Femenino%) 56 (61,54%) 56 (61,54%) 1,000 1,000 [0,550-1,817]
Edad (Media [DS]) 39,16 [£17,01] (7-77) | 39,19 [+16,93] (7-75) | 0,966 -
Caract. epidemiologicas:
Contacto nifios < 14 afios 38 (40,66%) 14 (26,37%) <0,001 3,943 [1,947-7,986]
Residencia en zona rural 27 (29,67%) 2 (2,20%) <0,001 | 18,773 [4,309-81,799]
Contacto con animales 15 (16,48%) 8 (8,79%) 0,118 2,048 [0,822-5,101]
Antecedente de viaje 11 (12,09%) 15 (16,48%) 0,396 0,697 [0,301-1,612]
Caracteristicas clinicas:
Asintomaticos 30 (32,97%) 51 (56,04%) 0,002 0,242 [0,130-0,449]
Dolor abdominal 31 (34,07%) 11 (12,09%) <0,001 3,757 [1,749-8,075]
Distensién abdominal 9 (9,89%) 3 (3,30%) 0,141 3,181 [0,832-12,155]
Diarrea aguda 4 (4,40%) 6 (6,60%) 0,740 0,651 [0,178-2,390]
Diarrea cronica 16 (17,58%) 3 (3,30%) 0,004 6,258 [1,756-22,306]
Nauseas / vomitos 2 (2,20%) 3 (3,30%) 1,000 0,659 [0,108-4,041]
Ileitis/ colitis 0 (0,00%) 0 (0,00%) 1,000 1,000 [0,020-50,924]
Pérdida de peso 3 (3,30%) 1(1,10%) 0,621 3,068 [0,313-30,063]
Fiebre 0 (0,00%) 2 (2,20%) 0,497 0,196 [0,009-4,132]
Clinica cutanea 6 (6,60%) 9 (9,89%) 0,420 0,643 [0,219-1,888]
Prurito cutdneo 4 (4,40%) 3 (3,30%) 1,000 1,349 [0,293-6,204]
Prurito anal 6 (6,60%) 3 (3,30%) 0,497 2,071 [0,502-8,546]
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En relacién a las caracteristicas demograficas, existe un predominio de
pacientes del sexo femenino (61,54%) con una edad media de 39,16 [+17,01] afos

(rango 7-77 anos) los casos, y de 39,19 [+16,93] afios (rango 7-75 anos), los controles.

En cuanto a la procedencia de los individuos incluidos en el estudio, un
75,82% eran espanoles, 10,99% procedian de Guinea Ecuatorial, 9,89% de Ecuador
y el resto de Senegal, Paraguay y Colombia (1,10% respectivamente). El tiempo de
permanencia en Espana de los pacientes inmigrantes fue superior en el grupo de
casos (2630,64 [+1985,85] dias, limites 4-6884 dias), que en el grupo control (104,03
[+61,25] dias, limites 5-204 dias), con resultados estadisticamente significativos

(p<0,001).

Con respecto a los antecedentes epidemioldgicos, el 29,67% de los casos
residia en zona rural frente a sdlo un 2,20% de los controles (p<0,001; OR 18,773
[4,309-81,799]). En el grupo de casos, 38 tenian contacto con nifnos de edad < 14 afios,

frente a 14 de los controles (p<0,001; OR 3,943 [1,947-7,986]).

Quince de los casos (16,48%) habian tenido contacto con animales
(principalmente gatos, perros y en menor medida animales de granja), frente a 8

individuos del grupo control (p=0,118; OR 2,048 [0,882-5,101]).

Once de los casos (12,09%) habian viajado fuera de Espana, 3 de ellos a
Tailandia, 2 a Guinea Ecuatorial, 2 a Senegal, y los restantes a Bolivia, Tanzania,
Brasil, y China (1 caso cada uno). En el grupo control 14 casos habian viajado siendo
los destinos: Guinea Ecuatorial (2 casos), Bangladesh (2 casos) y los restantes:
Camertn, Costa Rica, Cuba, Etiopia, Filipinas, Guadalupe, Guatemala, Liberia,
Mozambique y Republica Dominicana (1 caso cada uno), sin diferencias
significativas entre ambos grupos (p=0,396). El tiempo trascurrido entre el viaje y la
consulta fue de 72,90 [+105,62] dias (rango: 10-365) en el grupo de casos y de 42,08

[+41,16] dias (rango: 3-120), en el grupo de controles (p=0,418).
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El analisis multivariante mostr6 significacion estadistica tanto para el
contacto con ninos < 14 anos (p<0,001) como para la residencia en zona rural

(p<0,001).

En el grupo de casos se observaron un total de 49 coinfecciones: Enterobius
vermicularis (18,68%), Blastocystis spp. (18,68%), Strongyloides stercolaris (10,99%) y
Entamoeba spp. (5,49%).

En cuanto a la clinica referida por los pacientes, un 56,04% de los controles
se encontraban asintomaticos frente al 32,97% de los casos. El sintoma mas frecuente
tue el dolor abdominal presente en un 34,07% de los casos frente a s6lo un 12,09%
de los controles, seguido de la diarrea crénica (17,58% en el grupo de casos y 3,30%

en el grupo de controles) y la distension abdominal (9,89% frente a 3,30%).

La duracion media de los sintomas fue de 398,00 [+94,51] dias (limites: 15-
398) en el grupo de casos frente a 90,00 [+43,33] dias (Ilimites: 0-90) en el grupo de
controles, sin observarse diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos (p=0,320).

No se encontraron diferencias en la presencia de sintomas con respecto al
sexo, la edad, la procedencia de los pacientes o el antecedente de viaje. El analisis
estadistico univariable mostro significacion estadistica en la presencia de dolor
abdominal (p<0,001; OR 3,757 [1,749-8,075]), diarrea cronica (p=0,004; OR 6,258
[1,756-22,306]), y presencia de sintomas en general (p=0,002; OR 2,593 [1,420-4,733]).
Sin embargo, el analisis multivariante tinicamente confirmo la asociacion estadistica
con la presencia de sintomas en general (p=0,020), pero no con ningun sintoma en

particular.
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5. DISCUSION

Un siglo después de su descubrimiento, D. fragilis continia siendo un

protozoo con muchas cuestiones aun sin responder (1,10,16). Sus diferentes
morfologias y el papel de cada una de ellas, su ciclo vital y mecanismo de
transmision, su patogenicidad y el tratamiento de eleccidn, contintian siendo una
incognita.

A pesar de todo ello, la mayoria de autores coinciden en que es un protozoo
patdgeno (2-5,8,16,20,103), muy prevalente en nuestro medio (79,80,83,85,87,90) y

responsable de sintomatologia clinica diversa, sobre todo digestiva.

5.1 PREVALENCIA Y EPIDEMIOLOGIA.

Tal y como se ha descrito en la introduccion las tasas de prevalencia
observadas en los diferentes estudios son muy variables en funcion de la poblacion
analizada, pero sobre todo de la sensibilidad del método diagndstico empleado.
Aquellos estudios en los que se emplea la PCR para su identificacion arrojan
prevalencias mas elevadas, que en paises desarrollados oscilan entre un 5% (27,63)
y mas de un 70% (87). En nuestro pais unicamente existen dos estudios que
describen la prevalencia de D. fragilis, ambos empleando como método diagndstico
la microscopia; el primero de ellos, realizado por Gonzélez-Moreno et al. (63)
describen una prevalencia de 1,60% (en un total de 8313 pacientes analizados de
todos los grupos de edad), y el segundo estudio, llevado a cabo por Burgana et al.
(57), describen una prevalencia superior: 8,20% (de un total de 13983 muestras, con
una edad media de 12 afios y un rango intercuartilico de 6-40 afios). En ambos casos
la prevalencia es inferior a la encontrada en nuestro estudio (892 individuos
estudiados en total, prevalencia 18,27%) debido, probablemente, al hecho de utilizar

como método diagndstico la reaccion en cadena de la polimerasa, cuya sensibilidad,
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como ya se ha descrito con detalle, es muy superior a la microscopia. Sin embargo,
se aproxima mas a otros estudios que utilizan también la PCR como método
diagnostico, y que se han realizado en paises proximos al nuestro, como es el caso
de los trabajos realizados por Clemente et al. (81) y Calderaro et al. (80) en Italia, en

los que describen prevalencias de 14,78% y 21,40% respectivamente.

La diferencia de prevalencia tan notable entre ambas técnicas diagnosticas
pone de manifiesto el riesgo de infradiagnosticar las infecciones por D. fragilis, con
las consecuencias que ello puede acarrear, tanto para el paciente, por la persistencia
de los sintomas, como para el sistema sanitario, por el aumento de costes derivado
de la realizacion de estudios complementarios, a menudo invasivos, y del paso por
diversos niveles asistenciales, con el fin de llegar a un diagndstico. Aunque las
pruebas de diagndstico molecular, basadas en la deteccion de acidos nucleicos,
parecian reservadas a laboratorios de tercer nivel o incluso de investigacion, el
desarrollo experimentado en los ultimos afos, al haber demostrado su gran
sensibilidad y especificidad, ha favorecido su comercializacion, poniendo estos

meétodos diagndsticos al alcance de practicamente cualquier tipo de laboratorio.

En relacién con la influencia de la edad y el sexo en la incidencia de la
infeccion por D. fragilis los resultados reflejados en los diferentes estudios son
variables. La mayoria de autores describen prevalencias de D. fragilis mas elevadas
en el sexo femenino. Roser et al. (90) describieron un riesgo de infeccion por D.
fragilis mas elevado en mujeres con una odds ratio de 1,10, tinicamente significativo
en adultos en edad parental. Cerva et al. (96) analizaron 414 muestras procedentes
de apéndices, y concluyeron que D. fragilis es mas frecuente en edades
comprendidas entre los 11 y 15 afios y 3 veces mas frecuente en mujeres. Norberg et
al. (94) describen una superioridad del sexo masculino en nifios menores de 10 afios.
Lagance-Wines et al. (3) encontraron una predominancia del sexo masculino entre

pacientes de 16 a 20 anos. Dentro de la muestra incluida en nuestro estudio,
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observamos de forma global una ligera superioridad del sexo femenino, siendo un

53,37% de los pacientes analizados mujeres, con un ratio varon/mujer 1/1,14.

En cuanto a la edad, la mayor parte de los estudios realizados coinciden en
que la mayor prevalencia es la observada en la poblacion pediatrica. En el estudio
de prevalencia realizado en Espana por Gonzalez-Moreno et al. (63), 72 de los 131
pacientes diagnosticados de infeccion por D. fragilis (57,6%) eran ninos menores de
12 afios. Girginkardesler et al. (62) y Yang et al. (39) describen la mayoria de los casos
en ninos menores de 14 afnos. Otros autores, sin embargo, describen dos picos de
incidencia, uno principal, en nifios, y otro en adultos jovenes. Stark et al. (2)
describen una elevada tasa de infecciones en nifios menores de 10 afios y en adultos
entre 41 y 60 afios. Norberg et al. (94) estudiaron 87 pacientes con infeccion por D.
fragilis, describiendo 2 picos de incidencia: uno en nifios menores de 10 afios y otro

en adultos entre 31 y 40 anos, hecho que hemos corroborado en nuestros pacientes.

El principal motivo del primer pico de incidencia, correspondiente a la edad
pedidtrica, podria ser la coinfeccion por E. vermicularis, muy frecuente en este grupo
de edad. El segundo pico, observado en adultos jovenes, corresponderia a los
adultos en edad parental encargados del cuidado y atencion de los nifos infectados.
En relacidén con esto, hemos observado, al igual que Norberg et al. (94) y Lagacé-
Wines et al. (3) que en edad pediatrica hay un predominio de pacientes de sexo
masculino (61,76% de los pacientes de edad < 14 afios eran varones), mientras que
en edad parental predominan los pacientes de sexo femenino, como asi describieron
Roser et al. (90). Este hecho podria deberse a que, por cuestiones culturales, sobre
todo en algunos grupos de poblacion, las madres se encuentran mas implicadas en

los cuidados directos de los menores.

Tampoco existe consenso acerca de la existencia de un patron estacional.
Roser et al. (90) describen una mayor incidencia en otofio e invierno y Schure et al.
(97) tnicamente en invierno. Sin embargo, Grendon et al. (95) describen una

prevalencia mas elevada en primavera y verano. En nuestro caso hemos observado
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dos picos de incidencia a lo largo del afo: uno de ellos en los meses de mayo-junio
(primavera), y el otro en los meses de noviembre-diciembre (otofio), asi como un
claro descenso de en los meses de verano. Esta menor incidencia durante el verano
quizas se deba a que en estos meses el grupo de edad en el que se ha observado la
mayor incidencia, los nifos, no acuden al colegio, motivo por el cual tienen un

menor contacto con otros nifios, y con ello un menor riesgo de infectarse.

5.2 FACTORES DE RIESGO.

Se han estudiado multiples factores de riesgo que podrian estar relacionados
con la infeccion por D. fragilis, muchos de los cuales no han podido ser demostrados.
Algunos ejemplos son el contacto con animales, el antecedente de viajes o la
inmunosupresion. Otros, como la presencia de D. fragilis en contactos domiciliarios,
o la coinfeccion por E. vermicularis, no solo han demostrado ser factores de riesgo,
sino que, parecen jugar un papel importante en la transmision de este protozoo. La
tabla 16 muestra los factores de riesgo para la infeccion por D. fragilis que han sido

identificados en los diferentes trabajos.

En el caso de E. vermicularis, son muchos los estudios que establecen su

estrecha relacion con la infeccion por D. fragilis (38), actuando como vector de
transmision y/o como factor de riesgo en si mismo. En cuanto al papel de E.
vermicularis como vector, se han postulado dos teorias, bien que los oxiuros sean
capaces de albergar los trofozoitos de D. fragilis en su interior o bien que los
transporten en su superficie. Burrows et al. (36) fueron los primeros en describir este
mecanismo de transmision en 1956, y posteriormente esta hipdtesis ha sido probada
mediante estudios de biologia molecular, de modo que tanto Ogren et al. (31) como
Roser et al. (34) han demostrado la presencia de ADN de D. fragilis en huevos de E.
vermicularis. Aunque podria sostenerse que la relacion entre ambos patogenos es
casual y obedece tinicamente al hecho de que comparten un mismo mecanismo de

transmision (fecal-oral), y afectan de forma predominante a un mismo grupo de
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edad (individuos en edad escolar), se ha demostrado que es mucho mas solida.
Yang et al. (39) observaron en 1977 que la coinfeccion por E. vermicularis tiene una
frecuencia 9 veces mayor de la que cabria esperar por el azar en pacientes infectados
por D. fragilis. Girginkardeser et al. (33) analizaron el papel de E. vermicularis en la
transmision de D. fragilis, mediante un estudio en el que compararon dos grupos de
pacientes; el primero con infeccion por E. vermicularis (N=187) y el segundo con
infeccion por D. fragilis (N=126). Encontraron que el 9,6% de los pacientes
pertenecientes al primer grupo estaban coinfectados por D. fragilis, mientras que el
porcentaje de coinfeccion por oxiuros en el segundo grupo (aquellos infectados por
D. fragilis) era del 25,4%. Este porcentaje es similar al que hemos observado en
nuestro estudio, en el cual la prevalencia de coinfeccion por E. vermicularis en
pacientes diagnosticados de infeccidn por D. fragilis ha resultado ser de 24,54%, lo

que supone la afectacion de cerca de 1 de cada 4 pacientes.

Nuestro estudio ademas demostro que la presencia de E. vermicularis era muy
frecuente también dentro del grupo familiar (30,67%), apoyando nuevamente la
estrecha relacion entre ambos. Estos datos son extrapolables a los presentados por
los contactos de los pacientes indice, en los que los infectados por D. fragilis,
mostraban también tasas de coinfeccidn por E. vermicularis muy superiores (36,21%)
a las de los contactos no infectados (0 casos), tanto a nivel individual como dentro
del nucleo familiar (51,72% en los infectados versus 27,42% en los no infectados,
p=0,006). Esta singular relacion entre ambos patogenos, podria ser la responsable
de que la transmision de D. fragilis resulte mas eficiente, dada la capacidad de los
huevos de E. vermicularis de permanecer de forma prolongada en el ambiente,
incluso ante condiciones adversas, lo que favoreceria la supervivencia del citado

protozoo.

Esta estrecha relacion queda puesta también de manifiesto en la comparacion

realizada con nuestro grupo control. Es llamativo que mientras en el grupo de casos
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diecisiete pacientes (18,68%) se encontraban coinfectados por E. vermicularis, en el

grupo control no encontramos ninguno (p<0,001, OR 37,899 [2,244-640,100]).

Estos datos, todos ellos con resultados estadisticamente significativos,
muestran el protagonismo de E. vermicularis en la infeccion por D. fragilis, no sdlo
como factor de riesgo, hecho demostrado por la alta tasa de coinfecciones en

comparacion con el grupo control, sino como potencial vector de transmision.

Tabla 16. Factores de riesgo para la infeccion por D. fragilis identificados en los
diferentes estudios.

Referencia Factores de riesgo

-Nivel socio-econdmico bajo: p=0,23
Osman et | -Contacto con animales: p=0,80
al. (89) | -Consumo de frutas y verduras crudas: p=0,39
-Convivientes con sintomas gastrointestinales: p=0,01; OR 2,2 [1,2-3,9]

Estudio de D. fragilis en multiples muestras:
-Muestras de mascotas positivas: 0/40
-Muestras procedentes del suelo: 0/8

it:r(l;ze)t -Muestras de aguas (rios, lagos, lluvia...): 0/85
-Muestras de aguas tratadas: 0/3
-Muestras de aguas no tratadas: 1/4 (25%)
-Muestras de convivientes positivas para D. fragilis: 10/30 (33,33%)
-Numero de convivientes: p=0,0001; OR 1,89 [1,34-2,68]
Engsbro -Presencia de nifios 5-18 afios: p<0,0001; OR 2,29 [1,49-3,51]
et al. (99)

-Muestras de suministro de agua: p=0,09

-Antecedente de viaje: p<0,001

Boer et al. | -Convivientes con sintomas gastrointestinales: p<0,001
(111) -Uso de antiacidos: p<0,001

-Uso de antibidticos: p<0,001

-Contacto con nifos < 14 afos: p=0,014; OR 2,529 [1,198-5,339]
-Residencia en zona rural: p=0,003; OR 3,831 [1,534-9,570]

-Contacto con animales: p=0,190

-Coinfeccion por E. vermicularis: p<0,001; OR 71,667 [4,217-1218,052]
-E. vermicularis en convivientes: p= 0,006; OR 2,836 [1,327-6,060]

Menéndez
et al.
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La presencia de D. fragilis dentro del nucleo familiar ha sido considerada

también un factor de riesgo para la adquisicion de la infeccion
(40,42,69,89,99,110,111). Osman et al. (89) llevaron a cabo un estudio en 249 nifios,
describiendo la presencia de D. fragilis en un 60,6% de ellos, e identificando como
unico factor de riesgo la presencia de convivientes con sintomas gastrointestinales

p=0’01, OR 2,2 [1/2-3/9])

Diversos estudios describen prevalencias elevadas tanto en el ambiente
doméstico como en comunidades cerradas. Millet et al. (40,69) estudiaron la
presencia de parasitos intestinales en dos grupos semicomunales en Los Angeles.
El primero de ellos formado por 81 individuos adultos, describiendo una
prevalencia de infeccion por D. fragilis de 41%, y el segundo, formado por
individuos de todas las edades (N=220), con una prevalencia de 52,27%. Dada la
elevada prevalencia observada, y que estos grupos semicomunales en ocasiones
realizan reuniones abiertas al publico, los autores describen la propagacion de la
infeccion por D. fragilis como un “problema potencial de salud publica”. Mas
recientemente, Stark et al. (42) describieron tasas de infeccion en contactos
domiciliarios de pacientes con D. fragilis de un 33,33%. En nuestro estudio
observamos una prevalencia de D. fragilis en convivientes del 48,33%, similar a la
encontrada en los trabajos anteriores, con un elevado porcentaje de pacientes
asintomaticos (69,17%), que podrian actuar como portadores, contribuyendo a la

transmisién y mantenimiento de la infeccion dentro del nticleo familiar.

Las razones por las cuales unos contactos se infectan y otros no, ain no han
sido descritas en la literatura. Millet el al. (40,69) atribuyen la elevada prevalencia
de D. fragilis observada en los 2 grupos semicomunales analizados, al estilo de vida
de estos pacientes unido a una higiene deficiente. Stark et al. (42,43), no identificaron
ningun factor de riesgo para la infeccion, y atribuyen este hecho tinicamente a la
transmision persona-persona en un contexto de malas condiciones higiénicas. En

nuestro estudio identificamos como factores de riesgo para la infeccion en los
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contactos los mismos que en la poblacion general: el contacto con nifios de edad <
14 anos (p=0,014; OR 2,529 [1,198-5,339]), la residencia en zona rural (p=0,003; OR
3,831 [1,534-9,470]) y, como se ha sefalado, la coinfeccion por E. vermicularis

(p<0,001; OR 71,667 [4,217-1218,052]).

La elevada prevalencia de D. fragilis en convivientes de pacientes
inicialmente diagnosticados, a menudo asintomaticos, es la causa de que algunos
autores defiendan el cribado sistematico de los contactos o convivientes de los
pacientes infectados, como asi hemos realizado en nuestro estudio. Gracias a este
cribado pueden ser tratados todos los individuos del ntcleo familiar infectados por
D. fragilis, lograndose erradicar la infeccion del domicilio, hecho que contribuye a

disminuir el riesgo de reinfecciones y con ello al éxito terapéutico.

Respecto al incumplimiento de las medidas higiénico-dietéticas habituales
en este tipo de patogenos es dificil de justificar en nuestro caso. La mayoria de
nuestros pacientes residian en ntcleos urbanos, eran de clase media, e incluso la
poblacién inmigrante llevaba muchos afos en Espafia y estaba perfectamente
arraigada. Aunque la trasmision fecal-oral parece la mas probable, dentro del
ambito familiar, al menos, es dificil pensar que medidas higiénicas deficientes
tengan peso dentro de nuestra poblacion. En nuestro caso es llamativo que los
infectados tuvieran significativamente mas contacto con menores de 14 afnos. Es
probable que los nifnos, mas proclives a tener contacto con el suelo y en los que es
mas dificil asegurar un lavado de manos adecuado, acttien como factor favorecedor

de infeccidn.

Precisamente el contacto con nifios ha sido sefialado por diversos autores

como un factor de riesgo importante a la hora de contraer la infecciéon. Como se ha
sefialado con anterioridad, multiples estudios describen la alta prevalencia tanto de
D. fragilis como de E. vermicularis en edad pediatrica, convirtiendo a este grupo de
edad en un importante reservorio para la infeccion. Ensbro et al. (99), realizaron un

estudio en 143 pacientes diagnosticados de sindrome de intestino irritable,
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identificando D. fragilis como el protozoo intestinal mas frecuente (prevalencia
35%), y demostrando la presencia de ninos de 5-18 afios como principal factor de

riesgo para la infeccion por D. fragilis en adultos (p<0,0001, OR 2,29 [1,49-3,51]).

En nuestro caso, el contacto con nifios demostrd ser un factor de riesgo tanto
en comparacion con el grupo control (p<0,001; OR 3,943 [1,947-7,986], como en el
estudio de contactos, en el cual la presencia de nifos en el nticleo familiar se asocio
significativamente con el desarrollo de infeccion por D. fragilis (p=0,014; OR 2,529
[1,198-5,339]). Probablemente el contacto con nifios aumente el riesgo de infeccion
por D. fragilis por si mismo, ya que como hemos comentado es mas dificil asegurar
unas estrictas medidas higiénicas en este grupo de poblacién. Pero también es de
resefar que entre los nifios es mucho mas frecuente la infeccion por E. vermicularis.
Ambos factores convierten a este grupo de poblacion en un importante reservorio

para la infeccion.

En cuanto al contacto con animales, se ha descrito la presencia de D. fragilis

en multiples especies, incluyendo animales salvajes, animales de granja y mascotas
(42,53). En 2012, Stark et al. (42) estudiaron muestras procedentes de gatos, perros,
pajaros y cerdos, sin identificar la presencia de D. fragilis en ninguna de ellas. Mas
recientemente, Chan et al. (53) examinaron un total de 420 muestras de animales,
incluyendo caballos, gatos, perros y cerdos entre otros, y detectaron D. fragilis
mediante PCR tnicamente en un perro y en un gato. La baja prevalencia (menor de
1%) de D. fragilis en los animales evaluados en estos estudios (44) contrasta con la
alta prevalencia observada en humanos, no pudiendo descartarse la posibilidad de

que se trate de una zoonosis inversa.

Con respecto a nuestros resultados, no se demostré que el contacto con
animales acttie como factor de riesgo, ni en el estudio de casos y controles (p=0,118),
ni en el estudio de contactos (p=0,190). El estudio de los animales excedia los
objetivos del actual trabajo, pero fue posible analizar muestras de heces procedentes

de varios animales de granja (caballos y ovejas) y mascotas (gato y perro)
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pertenecientes a una familia en la que sus miembros fueron diagnosticados de
infeccion por D. fragilis, sin objetivarse que estuvieran infectados. No obstante, los
datos recogidos en animales deben ser tomados en cuenta con precaucion, dada la
posibilidad de obtener resultados falsos positivos por la reaccion cruzada con otras

tricomonas presentes en ellos.

Otro factor de riesgo que también actuaria como mecanismo posible de

transmision, y que ha sido descrito para otros muchos patdgenos, es el consumo de

aguas contaminadas. Stark et al. (42) llevaron a cabo un estudio en el que analizaron
muestras ambientales, entre ellas de agua: 50 muestras de agua de consumo, 15 de
agua de lagos, 10 muestras de agua de estanque, 10 de agua de rio, 3 muestras de
aguas residuales tratadas y 4 de aguas residuales no tratadas. Unicamente lograron
demostrar la presencia de D. fragilis en una de las muestras de aguas residuales no
tratadas. Sin embargo, un trabajo recientemente publicado (44), describe por
primera vez un brote de infeccion por D. fragilis tras la rotura y consiguiente
contaminacion de una tuberia de agua. En una de las familias incluidas en nuestro
estudio e infectadas por D. fragilis, fue posible analizar un tanque de agua que tenian
en su vivienda, demostrandose la presencia de dicho protozoo. Esta forma de
transmision ha sido escasamente estudiada hasta la fecha, pero teniendo en cuenta
la alta prevalencia de D. fragilis observada, quizas sea un mecanismo interesante a

considerar.

Un factor de riesgo, que no ha sido analizado con profundidad en la literatura
hasta la fecha, pero que hemos identificado en nuestro estudio, es la residencia en
zona rural. En el estudio de casos y controles se observo de forma significativa un
mayor porcentaje de pacientes residentes en zona rural dentro del grupo de casos
(29,67%) con respecto al grupo control (2,20%, p<0,001). Este dato se confirmo en
nuestro estudio de contactos, donde aquellos que residian en zona rural
presentaron tasas de infeccion significativamente superiores frente a los que no

(36,21% frente a 12,90%; p=0,003; OR 3,831 [1,534-9,570]). Muchos de los pacientes
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residentes en zona rural referian trabajar a menudo la tierra sin guantes ni
proteccion de ningun tipo. Este hecho ha demostrado ser un factor de riesgo para
otros patdgenos como S. stercolaris (nematodo), pero no para ninguin protozoo. Sin
embargo, si consideramos la existencia de quistes de D. fragilis, cuya supervivencia
en superficies es mucho mas probable que en el caso de los trofozoitos, el
antecedente de contacto con el suelo sin proteccion podria constituir un factor de

riesgo para la infeccion.

Con respecto al antecedente de viajes, un 63% de los pacientes
diagnosticados de infeccion por D. fragilis en un estudio llevado a cabo por Norberg
et al. (94) tenian antecedentes de viajes a Africa, América del Sur y Oriente Medio.
Stark et al. (75) estudiaron a sesenta pacientes infectados con D. fragilis y
encontraron que seis (10%) tenian antecedentes de viajes recientes al extranjero; tres
al sudeste de Asia, uno a Timor, uno a Fiji y uno a Paptia Nueva Guinea. Estos
mismos autores, anos mas tarde postularon que la infeccion por Dientamoeba fragilis
es una de las causas de diarrea del viajero (100), reportando 7 casos de pacientes con
diarrea y antecedente de viaje. Cuffari et al. (101) observaron el antecedente de viaje

en siete de once nifos estudiados por infeccion por D. fragilis.

En nuestro estudio 23 pacientes referian haber viajado en el afio previo a la
consulta, objetivandose una mayor frecuencia de diarrea y una duracion de los
sintomas menor al comprarlos con los otros grupos de pacientes: inmigrantes y
autdctonos. Este hallazgo sugiere, como describieron Stark et al. (100) que la
infeccion por D. fragilis puede constituir una de las causas de diarrea del viajero.

Sin embargo, al no conocerse con exactitud el periodo de incubacion de la
enfermedad, la posible influencia de los viajes, al igual que muchos de los datos
epidemioldgicos relacionados con la estacionalidad de la infeccion, deben ser

analizados con precaucion.

A diferencia de otros parasitos, no estd clara la relacion de D. fragilis con la

inmunosupresion. En pacientes con infeccion por el VIH, los pocos resultados

Pag. 97



DISCUSION

disponibles son contradictorios. Méndez et al. (68) estudiaron dos grupos de
pacientes: uno compuesto por 82 pacientes VIH positivos sin sintomas digestivos, y
otro grupo de 300 pacientes, VIH negativos como control. Detectaron un porcentaje
significativamente mayor de infeccidn por D. fragilis en los pacientes VIH positivos
(25,3%). Por el contrario, Lainson et al. (67) identificaron D. fragilis en <1% de los
pacientes con VIH. Otro estudio llevado a cabo por Stensvold et al. (76) en
Dinamarca describe una prevalencia del 3% en pacientes infectados por VIH,
inferior a la de la poblacion inmunocompetente. En un estudio llevado a cabo en el
Hospital Universitario Vall d’"Hebron por Miguel et al. (114), 17 de 108 pacientes
diagnosticados de infeccion por D. fragilis (15,7%) estaban inmunodeprimidos: 14
por VIH, 2 por neoplasias hematologicas y 1 paciente porque se encontraba bajo
tratamiento con anticuerpos monoclonales por estar diagnosticado de artritis
reumatoide, sin describirse ninguna diferencia en cuanto a la sintomatologia o la

evolucidn clinica con respecto a los pacientes inmunocompetentes.

Esteghamati et al. (102) estudiaron la prevalencia de infecciones parasitarias,
entre ellas D. fragilis, en pacientes inmunodeprimidos por diversas causas:
neoplasia, inmunodeficiencia primaria o trasplantes de corazon o rifdn. D. fragilis
fue el protozoo mas frecuente después de B. hominis y G. lamblia, sin objetivarse una

prevalencia superior a la poblacion general.

En nuestro estudio tinicamente 3 pacientes presentaban una coinfeccion por
VIH, y un paciente se encontraba a tratamiento cronico con corticoides por un
trasplante de higado, siendo su clinica y evolucion similar a la del resto de

participantes.

5.3 PATOGENICIDAD Y SINTOMATOLOGIA CLINICA.

La patogenicidad de D. fragilis, es quizas el aspecto mds discutido de este

protozoo desde su descubrimiento. Para algunos autores no sdlo es patdgeno, sino
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que puede ser responsable de cuadros graves como colitis o apendicitis, para otros,
sin embargo, se trata de un protozoo no patdgeno que en muchos individuos se
comporta como comensal. Tan solo existen dos estudios (20,103) publicados hasta
la fecha y basados en un modelo animal con el objeto de demostrar que se trata de

un organismo patdgeno, mediante los postulados de Koch.

En cuanto la sintomatologia clinica de la que es responsable D. fragilis, se han
descrito multiples sintomas, siendo los mas frecuentes los digestivos. En la tabla 17
se reflejan los sintomas de los pacientes con infeccion por D. fragilis recogidos en
algunos de los trabajos publicados hasta la fecha, en comparacion con nuestros

propios resultados.

El dolor abdominal y la diarrea, ambos de duracion e intensidad variable,
tanto aguda como crénica, son los sintomas que la mayor parte de autores describen
como caracteristicos de esta infeccion. En la tabla 17 se observa que los sintomas
comunes a todos los trabajos comparados son el dolor abdominal, con una
frecuencia que oscila entre un 19,44% (114) y un 100% (104), y la diarrea, que en la
mayoria de los estudios no se especifica si es aguda o cronica, y cuya frecuencia

descrita es de un 21,17% (126) a un 100% (2).

Rayan et al. (4) analizaron muestras procedentes de 168 pacientes, de los
cuales 50 (27,76%) presentaban D. fragilis, demostrando que la diarrea y el dolor
abdominal eran significativamente mas frecuentes en pacientes infectados en

comparacién con los que no lo estaban (p<0,05).

Culffari et al. (101) describieron la anorexia, el dolor abdominal y la diarrea
como los sintomas mas frecuentes, con una duracion de entre 1 y 100 semanas.
Windsor et al. (19) observaron la presencia de dolor abdominal en el 80% de los
pacientes, con una duracion que oscila desde un mes a dos anos. Aykur et al. (78)
estudiaron 490 pacientes, de los cuales 59 presentaban D. fragilis en heces, y
demostraron que la diarrea se asociaba con la infeccion por dicho protozoo de forma

significativa (p=0,001).
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Tabla 17. Tabla comparativa de la frecuencia de los sintomas de los pacientes con infeccion por Dientamoeba fragilis reflejados en algunos

de los estudios publicados.

Grendon et | Norberg et | Vandenberg | Stark ef al. | Banik ef al. | Schure et | Roseret al. | Maasetal. | Jongetal. | Miguel et | Pietild et al. Menéndez
al. (1995) al. (2003) et al. (2006) (2010) (2011) al. (2013) (2014) (2014) (2014) al. (2018) (2019) et al. (2021)
(95) (94) (116) 2) (117) 97) (126) (85) (104) (114) (120) )
N=55 N=79 N=26 N=39 N=41 N=238 N=96 N=104 N=57 N=108 N=319 N=163
Asintomaticos 30,91% 2,53% - - 2,44% 4,20% - - - - 15,36% 34,36%
Dolor abdominal 60,00% 41,77% 69,23% 71,79% 29,27% 72,70% 71,88% 76,92%% 100% 19,44% 54,86% 37,42%
Distension abdominal 47,27% - - - - 2,94% - - - 8,33% 32,60% 9,82%
Diarrea aguda 76,92% 70,73% 11,54% 6,13%
45,45% 41,77% 61,54% 46,64% 21,17%% 45,61% 34,26% 63,32%
Diarrea cronica 23,08% 2,44% 15,38% 14,72%
Nauseas 27,27% 6,33% 7,69% - 27,31% 42,70% 29,81% 50,91% 12,54%
7,69% 4,63% 4,91%
Vomitos 7,27% 12,66% 2,44% - 14,58% 13,46% 20,00% 9,40%

Fiebre 10,13% 3,85% 513% - 7,56% 14,58% - 16,67% - 8,46% 1,23%
Pérdida de peso 16,36% 5,06% 15,38% - - 9,66% - 13,46% 13,51% - 11,60% 4,91%
Clinica cutanea - - 7,69% - - - 1,04% - - - - 7,98%
Prurito cutaneo - - - - - - - - - - - 6,75%

Prurito anal 43,64% 10,13% 11,54% - - - 51,04% 15,38% - 4,63% 7,21% 6,13%
Eosinoflia - - - 13,64% - 19,33% - - 25,00% 24,07% 26,38%
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Norberg et al. (94) observaron en 89 pacientes infectados por D. fragilis, que
los sintomas mas frecuentes eran el dolor abdominal (37%), la diarrea (30%), la
astenia (18%) y los vémitos (11,2%). Ocho pacientes tuvieron prurito anal, aunque
dada la alta frecuencia de coinfeccion por E. vermicularis, es cuestionable si la
presencia de este sintoma es un indicador de coinfeccion por ambos parasitos.

En nuestro estudio hemos observado la presencia de dolor abdominal en un
37,42% de los casos, y de diarrea en un 20,85% (en 6,13% diarrea aguda y en 14,72%
diarrea crénica), frecuencias ambas, de las mas bajas respecto a los estudios citados,
frente a un 30,36% de pacientes asintomaticos, de las mas elevadas de la literatura.
Este contraste es debido a que en nuestro estudio un porcentaje importante de los
pacientes incluidos eran contactos de pacientes inicialmente diagnosticados, y
dentro este grupo, muchos individuos se encontraban asintomaticos. Si analizamos
la frecuencia de dolor abdominal y diarrea tinicamente en el grupo de pacientes
etiquetados como casos indice, observamos que ambos porcentajes ascienden de
manera notable, de modo que un 58,46% presentaban dolor abdominal, y un 33,85%
diarrea (9,23% aguda y 24,62% cronica).

Algunos autores han relacionado la presencia de dolor abdominal con las
infecciones cronicas (71,123), y la presencia de diarrea con las infecciones agudas
(123). Spencer et al. (123) estudiaron 35 ninos infectados por D. fragilis, demostrando
la presencia de sintomas gastrointestinales en un 91% de ellos, siendo la diarrea el
sintoma mas frecuente entre los nifios con clinica aguda, frente al dolor abdominal
que resultd mas frecuente en aquellos nifos con sintomatologia cronica. Preiss et al.
(71) describieron la diarrea aguda y recurrente como sintoma mas comun, y el dolor
abdominal en aquellos pacientes con infecciones crénicas. En nuestro estudio el
dolor abdominal fue el sintoma mas comun tanto en los pacientes son infeccion
aguda como en los pacientes con infeccion cronica. Sin embargo, el porcentaje de

pacientes con dolor abdominal e infeccion crénica fue superior al de pacientes con
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dolor abdominal e infeccion aguda, aunque sin significacion estadistica (30/50 frente
a 8/15, p=0,647).

No se observaron diferencias significativas en la presentacion clinica de la
infeccion segun la procedencia de los pacientes, ni tampoco comparando los nifios
con los adultos. En los pacientes pertenecientes al grupo de viajeros, resulté mas
frecuente la diarrea aguda (17,39%) en comparacion con los pacientes autdctonos e
inmigrantes (4,44% y 4,00% respectivamente) aunque sin diferencias significativas
(p=0,078).

Otros sintomas digestivos referidos por los pacientes, aunque con menor
frecuencia, son la distension abdominal (95,97,114), las nduseas y/o vdmitos
(94,95,116,117,120) o la flatulencia (97,104,125), todos ellos con frecuencias muy
variables en la literatura. En nuestro estudio la distension abdominal estuvo
presente en un 9,82% de los pacientes y las nduseas/vomitos en un 4,91%. En ambos
casos las frecuencias observadas en comparacion con otros estudios, son de las mas
bajas, hecho que atribuimos, como se ha referido anteriormente, al elevado
porcentaje de contactos (muchos asintomaticos) incluidos en nuestro estudio.

También se han descrito cuadros de mayor gravedad en forma de colitis o
apendicitis. De los 163 pacientes incluidos en el estudio, observamos dos casos de
ileitis y uno de colitis, diagnosticados mediante colonoscopia, cuya tnica causa
atribuible fue la infeccion por D. fragilis, y que se resolvieron tras recibir tratamiento
antibiotico para este protozoo. Ockert et al. (106) describieron la presencia de
cambios inflamatorios en la mucosa de colon y sigma de pacientes infectados por
D. fragilis, y Shein et al. (105) describieron la presencia de tlceras en una biopsia
intestinal de un paciente diagnosticado de infeccion por este protozoo. Estos
hallazgos son los que hemos observado en el examen macroscopico de las biopsias
intestinales realizadas a la paciente incluida en nuestro estudio y diagnosticada de
colitis por D. fragilis. El analisis histologico demostro la presencia de un infiltrado

inflamatorio neutrofilico que afectaba a la mucosa, concretamente al epitelio de

Pag. 102



DISCUSION

superficie y a la ldamina propia, similar al descrito por El-Gayar et al. (103) en 2016,
en el estudio que estos autores realizaron en ratones con el fin de demostrar la
patogenicidad de D. fragilis.

Muchos autores han establecido la relacion entre D. fragilis y el sindrome de
intestino irritable (86,99,127,128,130,131). Yakoob et al. (127) realizaron un estudio
de casos y controles en el que incluyeron 171 pacientes diagnosticados de sindrome
de intestino irritable, y 159 controles, demostrando que la incidencia de infeccion
por D. fragilis era superior en el grupo de casos (p=0,03). Concluyen que en aquellos
pacientes con clinica compatible con sindrome de intestino irritable seria
recomendable realizar un despistaje de D. fragilis. Engsbro et al. (99) estudiaron 138
pacientes de edades comprendidas entre 18 y 50 afios, con sindrome de intestino
irritable, e identificaron la presencia de D. fragilis en un 35% de los casos al inicio
del estudio y en un 41% durante el seguimiento. En otro estudio, los mismos autores
trataron veinticinco pacientes diagnosticados de sindrome de intestino irritable e
infectados por D. fragilis con metronidazol o tetraciclina, y observaron respuesta
microbiologica en un 60% de los pacientes y respuesta clinica en un 32%. De todos
estos estudios se deduce que quizas seria interesante incluir el despistaje de D.
fragilis en el estudio de pacientes con sintomas compatibles con este sindrome.
Algunos de los pacientes analizados en nuestro estudio, acudian derivados desde
otros servicios médicos, generalmente desde el Servicio de Digestivo sin un
diagnodstico claro, pero describiendo un cuadro clinico prolongado e insidioso,
cuyos sintomas podrian confundirse facilmente con un sindrome de intestino
irritable, por lo que mantener una elevada sospecha diagnostica vuelve a ser
fundamental. A aquellos pacientes con los sintomas descritos e infectados por D.
fragilis, se les indicd tratamiento erradicador, objetivandose una mejoria clinica e
incluso la resolucion del cuadro.

El sindrome general, que incluye la presencia de fiebre, astenia, anorexia,

pérdida de peso y ausencia de ganancia ponderal en nifos, ha sido descrito por
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varios autores. La frecuencia de estos sintomas es variable: fiebre entre un 3,85%
(116) y un 16,67% (104), pérdida de peso entre un 5,06% (94) y un 16,36% (95),
anorexia entre 24,53% (104) y 11,54% (116), y astenia entre un 9,4% (62) y 11,54%
(116). Ademas, Roser et al. (126) describen, en el caso concreto de los nifios, la
ausencia de ganancia ponderal. En nuestro caso un 4,91% de los pacientes describi6
perdida de peso, iinicamente un 1,23% presentaba fiebre y ningtin paciente referia
anorexia.

También se ha relacionado la infeccion por D. fragilis con la presencia de
alteraciones cutaneas, principalmente en forma de urticaria, presente en un 7,98%
de nuestros pacientes, cifra similar a la observada por Vandenberg et al. (116). En
nuestro estudio hemos observado una elevada tasa de coinfeccion por Blastocystis
spp, protozoo que también se ha asociado con la aparicion de urticaria, de modo
que 5 de los 13 pacientes con manifestaciones cutaneas se encontraban coinfectados.

Otros sintomas descritos por los pacientes son el prurito cutaneo, ligado a la
presencia de urticaria, y el purito anal, que probablemente este interferido por la
coinfeccion por E. vermicularis, muy frecuente en estos pacientes, como ya se ha
sefialado.

Con respecto a la duracion de los sintomas la mayoria de los autores
describen la presencia de sintomas cronicos. Norberg et al. (94) demostraron que la
duracion de los sintomas varia entre 1 y 630 semanas, siendo mas larga en pacientes
varones, sobre todo menores de 10 afios, con un pequeno pico en individuos
alrededor de 40 afios. Stark et al. (2) observaron sintomas de una duracién superior
a dos semanas en un 25% de los pacientes, y Jong et al. describen sintomatologia
crénica (>6 meses) en mas del 60% de los pacientes. En nuestro estudio la duracion
media de los sintomas result6 ser de 141,77 [+155,03] dias, con un rango entre 4 y
730. En este sentido, es de resenar, que muchos de los pacientes con sintomas
conicos, de incluso anos de evolucidn, han sido valorados en la consulta de

Medicina Tropical tras haber sido estudiados por multiples especialidades médicas
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sin haber llegado a ningun diagnostico. Este hecho probablemente haya
condicionado que un elevado porcentaje de los pacientes analizados describiese la
presencia de sintomas cronicos.

Al comparar la duracion de los sintomas entre los tres grupos de pacientes,
se observa que ésta es mucho menor en los pacientes inmigrantes y viajeros con
respecto a los pacientes autdctonos (p=0,003). Este hecho apoya una vez la hipotesis
de que D. fragilis pueda ser una de las causas de diarrea del viajero. En cuanto a la
mayor duracion en pacientes autoctonos, quizds se deba a que en este grupo de
poblacién existe una menor sospecha diagnodstica, lo que ocasiona un importante
retraso en la identificacion de D. fragilis.

Estudios recientes afirman la elevacién de calprotectina en heces como
marcador de inflamacidén intestinal en pacientes con infeccion por D. fragilis (108).
En nuestro trabajo no se realizd esta determinacion de forma sistematica, pero
quizas para estudios posteriores sea un dato interesante para analizar.

Dientamoeba fragilis es el tinico protozoo, junto con Isospora belli, capaz de
producir eosinofilia. En la literatura se describe la presencia de eosinofilia hasta en
mas del 60% (101) de los pacientes con infeccion por D. fragilis. En nuestro estudio
la eosinofilia estuvo presente en 43 de 163 pacientes, lo que supone un 26,38%,
siendo importante resefiar que fue el tinico dato clinico en 18 pacientes. Esta cifra es
similar a la descrita en el estudio realizado por Miguel et al. (114) en Espafa
(24,07%), cuyos autores proponen incluir la infeccién por D. fragilis en el diagndstico
diferencial de la eosinofilia. Otros trabajos describen prevalencias muy variables:
Stark et al. (2): 13,64%, Schure et al. (97): 19,33%, Jong et al. (104): 25,00%, Preiss et al.
(71): 32%, Spencer et al.(123): 50% y Cuffari et al. (101): 63,64 %.

Pese a la cada vez mas amplia literatura que describe los sintomas atribuidos
a D. fragilis, todavia algunos autores cuestionan su patogenicidad. Por esta razon,
en nuestro trabajo se disend un estudio de casos y controles, con el propdsito de

analizar la relacion de estos sintomas con la infeccion por D. fragilis. Nuestros
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resultados muestran que en el grupo de casos era significativamente mas frecuente
la presencia de dolor abdominal y de diarrea crénica (p<0,001; OR 3,757 [1,749-
8,075] y p=0,004; OR 6,258 [1,756-22,306], respectivamente) y que, por el contrario,
la ausencia de sintomas era significativamente mas frecuente en el grupo control (51
frente a 30, p=0,002; OR 2,593 [1,420-4,733]), apoyando la hipodtesis de la
patogenicidad de D. fragilis.

Se han publicado hasta la fecha pocos estudios de casos y controles. El tinico
en que se comparan pacientes diagnosticados de infeccion por D. fragilis frente a
controles no infectados, al igual que en nuestro estudio, ha sido llevado a cabo por
Banik et al. (117). Estos autores compararon 2 grupos de pacientes de edades
comprendidas entre 1 y 15 afios: un grupo de casos formado por 41 nifios
diagnosticados de infeccion por D. fragilis frente a un grupo control formado por 41
ninos sin D. fragilis. Describieron la presencia de al menos un sintoma en un 98% de
los pacientes infectados, siendo el mds frecuente la diarrea, seguido del dolor
abdominal, pero tinicamente obtuvieron resultados estadisticamente significativos
en el caso de la diarrea (p<0,002). Los otros estudios de casos y controles
(104,110,111), comparan pacientes con sintomas gastrointestinales frente a pacientes
asintomaticos, observando prevalencias de D. fragilis similares en ambos grupos,
incluso superiores en el grupo control.

No cabe duda que un porcentaje de pacientes infectados por D. fragilis
permanecen asintomaticos, y que, como han descrito algunos autores, la
patogenicidad de este protozoo y por tanto la presencia e intensidad de los
sintomas, probablemente se encuentre en relacion con el grado de indculo, como asi

se demostrd en los dos estudios realizados basados en un modelo animal (20,103).

Los resultados obtenidos en aquellos estudios en los que se comparan los
pacientes en funcidn de la presencia o no de sintomas gastrointestinales, en lugar
de comparar los pacientes infectados y no infectados por D. fragilis, deben ser

tomados en cuenta con precaucion, dada la prevalencia de D. fragilis en la poblacion
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general, asi como el elevado niimero de pacientes que estando infectados se

encuentran asintomaticos.

Los resultados observados en nuestro estudio de casos y controles son, por
tanto, tinicamente comparables a los obtenidos por Banik et al. (117) demostrandose
que tanto la presencia de diarrea (p<0,002) en el caso de estos autores, como de dolor
abdominal y diarrea cronica en nuestro estudio (p<0,001 y p=0,004

respectivamente), se asocian significativamente a la infeccion por dicho protozoo.

Por otro lado, haciendo referencia al estudio de contactos, hemos observado
que aquellos contactos o convivientes infectados presentan con mas frecuencia
sintomas que los no infectados (p=0,016). En el estudio de un grupo semicomunal,
llevado a cabo por Millet et al. (69), al comprar los individuos infectados respecto a
los que no lo estaban, identificaron una mayor frecuencia tanto de sintomas en
general (p<0,005), como de dolor abdominal agudo (p<0,01) y cronico (p<0,005), y

de flatulencia (p<0,001), dentro de aquellos que se encontraban infectados.

En definitiva, D. fragilis es un protozoo capaz de producir sintomatologia
clinica diversa, especialmente de la esfera digestiva, y en ocasiones cuadros de

mayor gravedad como colitis o ileitis, que conviven junto a formas asintomaticas.

El hecho de que existan portadores asintomaticos, o de que la gravedad de
los sintomas varie de unos pacientes a otros, sin embargo, no deberia ser
considerado como un factor fundamental para descartar la patogenicidad de D.
fragilis, frente a la abrumadora evidencia de aparicion de sintomas recogida por la
mayoria de los autores. Esta aceptado desde hace afios la presencia de portadores
asintomaticos de otros protozoos, como Entamoeba histolytica y Giardia intestinalis, e
incluso la necesidad de tratamiento de los mismos sin que su, por otra parte, mas
que evidente, patogenicidad, haya sido objeto de discusion. Deberiamos
plantearnos porque a D. fragilis le pedimos que muestre mas pruebas que al resto

de protozoos.

Pag. 107



DISCUSION

5.4 TRATAMIENTO.

Desde la primera descripcion de D. fragilis, han sido multiples los estudios
realizados para evaluar las diferentes alternativas terapéuticas, pero atin no existe
consenso acerca del tratamiento de eleccion.

En nuestro pais se emplean dos de los tres farmacos recomendados en la
actualidad por los CDC: metronidazol y paromomicina. El tercer farmaco es el
yodoquinol, de uso frecuente en otros paises, como Estados Unidos o Australia,
pero no comercializado en Espafa.

En términos generales, en nuestro estudio se indicé tratamiento médico con
uno de los dos farmacos descritos, a todos los pacientes diagnosticados de infeccion
por D. fragilis.

Con respecto al metronidazol, las tasas de curacion reflejadas en la literatura
oscilan entre un 52,4% (97) y el 85% (117), frente a la paromomicina, que muestra
tasas de curacion mucho mas elevadas: entre el 80% (116) y el 100% (2,101). Es cierto
que el numero de estudios realizados con este segundo farmaco es
significativamente menor, y el nimero de participantes incluidos también.

La eficacia de los dos farmacos descritos (metronidazol y paromomicina),
junto con la dosis, reflejada en los diferentes trabajos que los comparan se muestra
en la tabla 18.

Unicamente se ha realizado hasta la fecha un ensayo clinico, randomizado y
controlado con placebo (126), con el fin de evaluar la eficacia del metronidazol. Este
estudio, incluy6 96 ninos diagnosticados de infeccion por D. fragilis, que fueron
aleatorizados en 2 grupos, el primero tratado con metronidazol y el segundo con
placebo, describiendo tasas de erradicacion de 68,2% frente a 11,4% a las 4 semanas.
Sin embargo, este estudio ha sido cuestionado desde el punto de vista metodoldgico
por varios motivos (173). La hipdtesis nula es la ausencia de efecto medible en
variables clinicas o microbiologicas en los pacientes tratados con metronidazol

frente al placebo. Sin embargo, el hecho de no haber encontrado diferencias entre
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ambos tratamientos no prueba dicha hipoétesis. Por otro lado, la muestra incluida es

muy pequena (48 ninos por grupo), y ademads cuando los autores analizan la

presencia de sintomas gastrointestinales en los pacientes que recibieron tratamiento

con metronidazol con éxito, frente a los que recibieron placebo, tnicamente

incluyen 14 en el primer grupo y 44 en el segundo. Esta comparacion se realizo tras

finalizar el estudio, y no en la fase de disefnio del mismo, con el consiguiente sesgo

en sus resultados. Por ultimo, se observo la erradicacidon espontanea en 4 pacientes

dentro del grupo placebo, hecho que puede actuar como factor de confusién en el

analisis de los resultados.

Tabla 18. Eficacia del tratamiento con metronidazol y paromomicina en los diferentes

estudios.
Metronidazol Paromomicina
N Dosis Eficacia | N Dosis Eficacia
ffari .
Cuffari et al 6 Desconocida 83,33% 1 Desconocida 100%
(1998) (101)
V _ . ,
andenberg et 12 500-750 mg/ 8 horas, 66,70% 4 25-35 mg/kg/dla, 80%
al. (2006) (116) 10 dias 7 dias
400-750 mg, cada 8 horas ,
Stzzrllzet ;l‘ 28 o una vez al dia, 80% 5 8'127?(3‘5{11‘15:13’ 100%
( ) (2) 3-10 dias
Hellemond et o 3 dosis/dia derz 500 mg, 579 61 3 dosis/ dia dfz 500 mg, 98%
al. (2012) (154) 7-10 dias 7-10 dias
-500-750 / 8 horas,
Burgana et al. 483 N 10 dias , 65,4% 119 25-35 mg/kg/f:ha/ 8 horas, 81.8%
(2019) (57) - Nifos: 30 mg/kg/dia, 7 dias
10 dias
-Ninos (<10 afos): 7,5 -Nifios < 14 afios: 25-35
mg/kg/ 8 horas, mg/kg/dia,
Menéndez et 10 dias o 7 dias
4,209
al. (2021) 8 - Adultos y nifios >10 St & -Adultos: 500 mg/ 8 A
anos: 500 mg/8 horas, horas,
10 dias 7 dias.
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En el estudio realizado por Miguel et al. (114) en Espana tinicamente se
administré tratamiento a 29 de 108 pacientes, 25 de los cuales recibieron
metronidazol, 3 paromomicina y uno yodoquinol. De estos pacientes se les realizo
un estudio coproparasitario de control solamente a 14, objetivandose la erradicacion
de D. fragilis en un 85,71% de ellos (sin especificarse el porcentaje de curaciéon con
cada uno de los farmacos empleados).

El otro estudio llevado a cabo en Espafia, es el publicado recientemente por
Burgana et al. (57). En €l, se incluyeron 586 pacientes, siendo hasta la fecha el estudio
con mayor numero de participantes. Estos autores describen unas tasas de curacion
de 81,8% con paromomicina frente a un 65,4% con metronidazol, con una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos farmacos (p=0,007).

En nuestro estudio hemos observado tasas de curacién con los dos
tratamientos empleados de las mads elevadas de la literatura (88,24% con
metronidazol y 94,20% con paromomicina), sin encontrar diferencias
estadisticamente significativas entre ellos (p=0,317; OR 0,462 [0,138-1,542]). Es cierto
que, al igual que la mayoria de trabajos publicados, se trata de un estudio
retrospectivo, con las consiguientes limitaciones.

El tnico factor asociado a la no curacion resulto ser la coinfeccion por E.
vermicularis (p=0,002; OR 6,387 [1,995-20,448]), tanto en el propio paciente como en
convivientes (p=0,013; OR 4,390 [1,387-13,984]). Como se ha comentado
anteriormente la coinfeccidn por E. vermicularis parece jugar un papel importante
en la transmision de este protozoo, actuando como vector del mismo. Por este
motivo se ha realizado un despistaje en todos nuestros pacientes, y se han tratado
los casos diagnosticados, asi como los nticleos familiares afectos. Este hecho podria
explicar que las tasas de curacion que hemos observado en nuestro estudio sean tan
elevadas.

Por otro lado, se ha descrito en la literatura, aunque en contadas ocasiones,

algin caso de curacion espontdnea, un ejemplo es el estudio llevado a cabo por
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Hellemond et al. (154) en 2012. Estos autores describen hasta en un 41% de
individuos la erradicacion espontanea de D. fragilis. Banik et al. (117) describen la
erradicacion espontanea de D. fragilis en 3 de 48 pacientes pertenecientes al grupo
placebo del ensayo clinico anteriormente citado. De los 163 pacientes de nuestro
estudio unicamente hemos objetivado un caso de curacién espontdnea, en un
paciente que cuando acudio a la consulta presentaba un estudio coproparasitario
de unos meses antes, positivo para D. fragilis, pero su sintomatologia clinica habia
remitido pese a no haber recibido tratamiento alguno. Por este motivo se le solicito
un nuevo estudio que resultd negativo para D. fragilis.

En definitiva, el metronidazol es un tratamiento seguro y eficaz, sobre todo
en pacientes que presentan coinfecciones por otros parasitos. La paromomicina
muestra tasas de curacidn ligeramente superiores, tanto en nuestro estudio como en
la literatura. En cualquier caso, es importante tener en cuenta otros factores que
puedan condicionar tanto el fracaso terapéutico, como es la coinfeccion por E.
vermicularis, como las reinfecciones, como es la presencia de convivientes infectados
por D. fragilis. Ambos factores han sido estudiados de manera sistematica en
nuestros pacientes, lo cual probablemente haya sido el motivo por el cual hemos
obtenido tasas de curacion tan elevadas.

De todos modos, son necesarios mas estudios multicéntricos, aleatorizados,
doble ciego y con un mayor namero de participantes, para evaluar los diferentes

tratamientos disponibles y su eficacia de manera rigurosa.

5.5 SEGUIMIENTO.

El seguimiento de los pacientes una vez finalizado el tratamiento es uno de
los aspectos con menor evidencia hasta la fecha. No cabe duda que es necesaria la
realizacion de un estudio coproparasitario de control (113,173), con el fin de
comprobar la erradicacion de D. fragilis, sobre todo teniendo en cuenta la alta tasa

de recidivas y reinfecciones descritas en muchos trabajos. A nuestros pacientes se
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les realizd un estudio 4 semanas después de finalizar el tratamiento, objetivandose
la presencia de D. fragilis en 14 de pacientes, que recibieron un segundo ciclo de
tratamiento con paromomicina con éxito.

Ademads, algunos autores, proponen la realizacién de un cribado de los
contactos domiciliarios de los pacientes infectados (aunque se encuentren
asintomaticos) (42,43,113), asi como el despistaje de forma sistemadtica tanto a
pacientes como a convivientes de la coinfeccidn por E. vermicularis (16,33). Ambos
estudios fueron realizados a nuestros pacientes, hecho que como hemos comentado,

probablemente haya condicionado la elevada tasa de curaciones observada.
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6. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados, de los resultados obtenidos y su

discusion, hemos establecido las siguientes conclusiones:

1. Lainfeccidn por Dientamoeba fragilis tiene una prevalencia elevada en nuestro
medio, y es causa de una gran variedad de sintomas, siendo los mas
frecuentes los gastrointestinales, de intensidad y duracion variable. Es mas

frecuente en nifos y en adultos en edad parental.

2. La prevalencia de la infeccion por Dientamoeba fragilis en contactos
domiciliarios de pacientes infectados es muy elevada, especialmente cuando
existen nifios en el nucleo familiar, y/o cuando algtin miembro se encuentra
coinfectado por E. vermicularis. Estos pacientes a menudo se encuentran
asintomaticos, actuando como reservorio de la infeccion. Es fundamental el
cribado de todos los convivientes de los pacientes infectados para evitar la

aparicion de recidivas y contribuir al éxito terapéutico.

3. Los farmacos empleados en nuestro medio para el tratamiento de la infeccion
por Dientamoeba fragilis son dos: metronidazol y paromomicina.
Comparando ambos, las tasas de curacion con paromomicina son
discretamente superiores, si bien el metronidazol es una buena opcion de

tratamiento sobre todo en pacientes coinfectados por otros parasitos.

4. La tasa de coinfeccion por Enterobius vermicularis en pacientes con
Dientamoeba fragilis es muy elevada, especialmente en nifios, constituyendo
la principal causa de fracaso terapéutico, si no se diagnostica y trata de forma
concomitante. Es necesario, por tanto, el cribado de E. vermicularis, tanto en
los pacientes diagnosticados de infeccion por D. fragilis como sus

convivientes, y su tratamiento en caso de ser detectado.
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5. Dientamoeba fragilis ha demostrado ser un protozoo patdgeno, responsable de
sintomatologia multiple. El contacto con nifos, la residencia en zona rural y
la coinfeccion por E. vermicularis son los tres factores de riesgo para la

infeccion por D. fragilis que hemos identificado en nuestro estudio.
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ANEXO 1

PROTOCOLO DE ESTUDIO DIENTAMOEBA FRAGILIS

Tipo de paciente: Caso indice / Contacto / Control

1. Caracteristicas demograficas:
Numero Identificacion:
Sexo: VM
Edad (al diagnostico):
Autoctono: Si No / Inmigrante: Si (Pais de origen:_____, tiempo en Espana____) No

Estudio de contactos: Si No *En caso afirmativo: D. fragilis (en contactos): Si No

2. Caracteristicas epidemioldgicas/ Factores de riesgo:
Antecedente de viaje (12 meses previos): Si (Destino:_____, tiempo tras viaje:_____ ) No
Animales: Si No
Residencia en zona rural: Si No

Convivientes de edad < 14 anos: Si No

3. Caracteristicas clinicas:

Asintomaticos: Si No

Dolor abdominal: Si No

Diarrea aguda: Si No

Diarrea crénica: Si No

Prurito: Si (*Especificar: cutaneo o anal) No

Otros sintomas:
Distensién abdominal, nduseas, vomitos, clinica cutanea, astenia, anorexia,
pérdida de peso, otros (especificar: ______ )

Duracion de los sintomas (dias):

Motivo de consulta:

Dolor abdominal, diarrea, fiebre, problemas cutaneos, eosinofilia, cribado,
razones epidemiologicas, otros (especificar: )




4. Pruebas complementarias:
Eosinofilia: Si No *En caso afirmativo: cifra
Alteracion bioquimica sanguinea: Si (Especificar: ) No
Amebas: Si (Entamoeba spp., Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, otras...) No
Blastocystis spp.: Si No
Strongyloides stercolaris: Si No

Giardia duodenalis: Si No

5. Diagnostico:
Dientamoeba fragilis: Si (Fecha PCR positiva: ) No
Test de Graham: Si No *En caso afirmativo: Infeccion por E. vermicularis: Si No

E. vermicularis en convivientes: Si No

6. Tratamiento:
Tratamiento 12 linea: Si No / Metronidazol: Si No / Paromomicina: Si No
Tratamiento 22 linea: Si No / Metronidazol: Si No / Paromomicina: Si No

En caso de coinfeccion por E. vermicularis: Mebendazol: Si No

7. Evolucion:
Control a las 4 semanas: Si No / D. fragilis: Si No / E.vermicularis: Si No

Desaparicion de los sintomas a las 4 semanas: Si No

8. Otros datos de interés:




ANEXO 2

SERVICIO DE SALUD Comité de Etica de la investigacion
Asturias

DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS del Principado de
Avd, De Roma s/n
33011 Oviedo
Tino: 865107927/985108028
e-mail: celcr_asturias@hca.es

Oviedo, 08 de Agosto de 2018

El Comité de Etica de la Investigacion del Prnncipado de Asturias ha evalua
Estudio n® 204/17, titulado: "CARACTERISTICAS CLINICO-EPIDEM Of \S
INFECCION POR DIENTAMOEBA RAGILIS wvestigado Prir D (
Menéndez Fernandez-Miranda del S. de M. Interna. Tesis Doctoral

El Comité ha tomado el acuerdo de considerar gue el citado estudio redn
iones eticas necesarnas para poder realizarse y, en
autonzacion

consecuencia

Le recuerdo que deberd guardar la maxima confidencialidad

Jtihzados en este estudio, les aconsejamos que el Consentimiento Informs

por duplicado y el Investigador guarde una copia en el archivo

Le saluda atentamente

Fdo: Mauricio Telenti Asensio

Secretario del Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos
del Principado de Astunas









