W\mm NACONAL AUTONGHA 7 ch
/i o

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE MEDICINA
DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO E INVESTIGACION
SECERETARIA DE SALUD
INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRIA

RELACI()’N ENTRE EL CONTROL DE ASMA Y POSITIVIDAD
SEROLOGICA PARA TOXOCARA CANIS EN PACIENTES
PEDIATRICOS EN UN PERIODO DE DOS ANOS (2016-2018)

TESIS

PARA OBTENER EL TiTULO DE ) )
ESPECIALISTA EN ALERGIA E INMUNOLOGIA CLINICA
PEDIATRICA

PRESENTA:
DRA. NORMA YVETT GONZALEZ BOBADILLA

TUTOR(A):
DRA. SANDRA GP. BAUTISTA GARCIA

COTUTOR(A):
DRA. MARTHA PONCE MACOTELA

INP

CIUDAD UNIVERSITARIA, CDMX 2020



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



RELACION ENTRE EL CONTROL DE ASMA Y POSITIVIDAD SEROLOGICA
PARA TOXOCARA CANIS EN PACIENTES PEDIATRICOS EN UN PERIODO DE
DOS ANOS (2016-2018)

DR. JOSE NICOLAS REYNES MANZUR
DIRECTO NSENANZA

DR. MANUEL ENRIQUE FLORES LANDERO
JEFE DEL DEPARATAMENTO DE PRE Y POSGRADO

A0S

P A

DR. JOSE GPE. HUERTA LOPEZ
PROFESOR TITULAR DEL CURSO DE ALERGIA E INMUNOLOGIA CLINICA
PEDIATRICA

SN
DRA. SANDRAGEPE BAUTISTA GARCIA
ry‘ronA DE TESIS

DRA—MARTHA PONCE MACOTELA
COTUTORA DE TESIS




Contenido

ANLECEAENLES ...ttt sss s as s s s s s ans s s s s sans e s s s ansassssansanannn 4
Planteamiento del problema...........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiirerere e 7
JUSHIFICACION ...ttt sae s e s san e s sanssssnasssane s ssnassnns 7
Pregunta de investigacion ...........cccvviiiiiiiniiincncn e 8
ODBJELIVOS ...t a e s 8
HIPOLESIS ..coeiiiiiiiiiitiircnccen et s e sae s ne s san e s s saesssnesesanasssanssssnassssnasssnnanen 9
Clasificacion de la investigacion ...........ccoceviiiiiiiiiiiniinnn e 9
(oY o] T3 oo 1RSSR 9
Criterios de SEIECCION ......cueiiiciiiticcerrrrrrr e s sas s sne s n e s s san s s snn s 9
Tamano de 1a MUESHEIa ...t sss s sasessessnns 9
Variables ...ttt as e s s s an e s s s ann e s s 10
DescripCion del @StUudio.........ccuiiiviiiiiiiiinieircrrener s see s nessnns 10
CONSIAEraCIONES ELICAS......cocuvveecrerreecrerteeeesesesssssesssssesessssssssssssssesssssassessssassssssees 13
RESUIAUOS ......ceeiiiiiiiitiinrtr e s sss s saas e s s s sas e s ssssansassssansanas 13
DISCUSION .....eeiiiiitieietnnntntcsesee e sn e s sae e s sas s s sness s s s sssanssssnsssssnesessnasssnsssssnassssnassnnns 20
CONCIUSION......ciiiiictiretecrc st sae s e s s sae s s sasssssnesssanssssnssessnesssnsasssnassssnansnnns 22
REFEIENCIAS ...ttt s s sae s sae s s s nesesan e s snnssssnassssnasnnns 25



Antecedentes

Toxocara canis

Aproximadamente el 100% de los perros cachorros se infecta con Toxocara
canis por via transplacentaria y empiezan a eliminar huevos de este parasito a los
16 dias después de nacer (Overgaauw & van Knapen 2013). La infeccion también
la pueden adquirir por via transmamaria, por la ingestién de huevos larvados de
segundo estadio que se encuentran en el ambiente y por la depredacién de
hospederos paraténicos (Ponce-Macotela et al., 2011). En perros adultos la
prevalencia es menor al 20% (Ponce-Macotela et al., 2005), pero, si las hembras se
infectan cuando estan gestando, las larvas llegan a los fetos por via transplacentaria
(Lee et al., 2010).

Se estima que en la ciudad de México hay aproximadamente 3 millones de perros
callejeros y 2 millones de perros con duefio, y producen 600 toneladas de heces al
dia (Acevedo & Peralta. 2003). El dato es importante porque los huevos de este
geohelminto, necesitaran estar en el ambiente durante 20-30 dias para desarrollar
internamente la larva de segundo estadio y alcanzar la fase infectante (huevo
larvado de segundo estadio) (Overgaauw & van Knapen 2013). Los canidos son los
hospederos definitivos del T. canis y son potenciales diseminadores de huevos de

este nematodo al ambiente.

Larva migrans

El hombre, otros mamiferos y las aves son hospederos paraténicos. Se
infectan al comer huevos larvados de segundo estadio de T. canis que se
encuentran en el ambiente (tierra, vegetales o agua de beber). También se pueden
infectar al consumir carne (con larvas de T. canis) insuficientemente cocida de otros
hospederos paraténicos (Strube et al., 2013).

La poblacion infantil es mas susceptible para adquirir esta parasitosis por sus
habitos de juego y por geofagia (Obergaauw 1997). Cuando el nifio se infecta, las
larvas eclosionan (salen del huevo) en el intestino delgado y por via sanguinea

pueden llegar a varios érganos. La migracion del parasito produce la larva migrans.
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En la larva migrans ocular (LMO) los pacientes pueden presentar corioretinitis,
vitritis, opacidad de la cornea, granuloma retineal, desprendimiento de retina y
pérdida de la vision (Frazier et al., 2009). En la larva migrans visceral (LMV)
hay hepatomegalia, fiebre, pérdida de peso, malestar general, meningitis o
meningoencefalitis. La migracion de las larvas por aparato respiratorio causa la
ruptura de la membrana alveolo-capilar y produce un cuadro clinico semejante al
asma; caracterizado por fiebre, eosinofilia, tos, disnea y signologia obstructiva
(sibilancias) (Fillaux & Magnaval. 2013; Lee et al., 2010; Smith et al., 2009).

El diagndstico de larva migrans es indirecto, mediante técnicas
inmunoldgicas (ELISA) que detectan IgG anti-T.cani, pero, producen reacciones
cruzadas con antigenos de otros helmintos. Por esta razén es necesario realizar
western blotting para el reconocimiento de bandas especificas y biometria hematica
para determinar la concentracion de eosinodfilos (Fillaux & Magnaval. 2013; Frazier
et al., 2009).

A nivel mundial la seroprevalencia de toxocariasis en humanos es variable:
4.6-7.3% en nifios de Estados Unidos, 2.5% en Alemania, 83%, en Polonia del 1.8-
76%, en el Caribe, 19% en nifios y adultos de paises bajos europeos (Overgaauw
& van Kanapen 2013). Maetz et al (1987) estimaban que habia 1 caso de LMO por
cada 1000 pacientes con problemas oculares. Good et al (2004) reportaron una
prevalencia de 6.6 casos por cada 100000 nifios escolares irlandeses.

En nuestro pais hay pocos trabajos que demuestren la seroreactividad a
Toxocara canis (Alvarado-Esquivel et al., 2014; Jiménez-Balderas et al., 2014;
Alvarado-Esquivel 2013;). Romero-Nufiez (2013) analizé muestras de 108 nifios
mexicanos y encontro una seroprevalencia del 22%. Muioz-Guzman (2010) reportd
el 31% de seroreactividad de pacientes asmaticos y el 20% de no asmaticos; sin
embargo, cuando adsorbieron los sueros con antigenos de Ascaris suum la
seroprevalencia disminuyo al 28% y 10%, respectivamente, mostrando asi datos
de reaccidn cruzada con otro geohelminto.

Una forma de detectar si la infeccion es reciente o es cronica es evaluando
la avidez de los anticuerpos (IgG). En una muestra de 196 sueros de pacientes con

larva migrans, el 94.2% tuvo un indice de avidez alto, este resultado indica que la



infeccion tenia mas de seis meses, mientras que el 25.9% tuvo valores bajos de
avidez, lo que refleja una infeccion con menos de seis meses de evolucion
(Dziemian et al., 2008)

Una estrategia que se puede utilizar para evitar reacciones cruzadas en la
seroreactividad a T. canis, es mediante la deteccion de antigenos de secreciones
excreciones de larvas de segundo estadio de T. canis, en sueros de pacientes con
diagndstico clinico de larva migrans. Gillespie et al (1990) con el anticuerpo
monoclonal que obtuvieron, detectaron el antigeno en 19/28 sueros reactivos a
anticuerpos, en muestras de pacientes con diagnostico de larva migrans aguda; en
1/9 sueros de pacientes con larva migrans inactiva, en 2/7 con larva migrans ocular
y en 5/108 sueros de mujeres embarazadas. Yokoi et al (2002) produjeron un
anticuerpo monoclonal que no cruza con A.suum y reconocio desde 4 ng/mL hasta
1.0 ug/mL de antigeno de Tcanis. Ishiyama et al (2009) con el anticuerpo
monoclonal que obtuvieron detectaron 5 ng/mL de antigeno de larvas de Tcanis 'y

detectaron el antigeno en nueve sueros reactivos a anticuerpos.

Asma

El asma es una de enfermedad multifactorial, cronica. Se caracteriza por
inflamacion intermitente de las vias aéreas inferiores y que las puede llevar a un
cambio morfoldgico irreversible. La definicion del asma de acuerdo a las guias
internacionales incluye: obstruccion e inflamacién de vias aéreas e hiperreactividad
bronquial. Se estima que en el mundo hay 300 millones de personas asmaticas
(Masoli et al., 2004).

Esta enfermedad tiene un gran impacto econémico en los gobiernos, sector
salud, familia y pacientes que la padecen (Tan et al., 2009). En 1989 se inicio el
programa “Global Initiative for Asthma” (GINA) para alertar a gobiernos, personal
de salud y publico en general del incremento del asma y recomienda un manejo con
solidez cientifica para el cuidado médico efectivo del asma (Masoli et al., 2004).

Mediante el analisis de literatura primaria publicada a través del International
Study of Asthma and Allergies in Childhood (ISAAC) y the European Community
Respiratory Health Survey (ECHRS) se encontrd: que la prevalencia en México fue



del 3.3% (datos obtenidos de los cuestionarios realizados a nifios de 13 a 14 afios
de edad, quiénes presentaron sibilancias en un periodo de 12 meses). El acceso a
tratamiento fue del 50 al 80% y la mortalidad por asma fue del 14.5% por cada
100,000 asmaticos (Masoli et al, 2004).

Lopez et al (2009) reportaron una frecuencia del 14.9% de asma al analizar
4742 pacientes (poblacion abierta), de todas las edades, de las diferentes
delegaciones del distrito federal y con enfermedad alérgica.

El diagnostico de asma se basa en la historia clinica, biometria hematica y

examen fisico para probar si hay obstruccion de vias aéreas; la espirometria se
utiliza para saber si es reversible y considerar otros factores que producen
obstruccion (Pérez, 2009).
En el asma hay una respuesta de hipersensibilidad inmediata (tipo 1), la union del
alérgeno-IgE-célula cebada produce la liberacion de aminas activas: histamina,
prostaglandinas, leucotrienos y factor activador de plaquetas que producen
broncoespasmo. La migracion de las larvas de T. canis por aparato respiratorio
produce una respuesta de hipersensibilidad inmediata. En pacientes con larva
migrans la deteccién de IgE especifica puede ser de valor para apoyar el diagnostico
(Platts-Mills, 2001).

Planteamiento del problema

El 100% de los perros cachorros nacen infectados con T.canis y en la
naturaleza son la fuente principal de huevos que contaminan el ambiente. En el
Distrito Federal hay aproximadamente 5 millones de perros con duefio o callejeros
y son pocas las personas que levantan las heces de sus mascotas. Las heces de
los perros contaminan el ambiente y son la fuente mas importante para la
adquisicion de larva migrans. Los nifios son mas susceptibles a infectarse por sus
habitos de juego y por geofagia. Si se infectan, el parasito les puede producir
problemas oculares que pueden llevar a ceguera; cuadros clinicos asmatiformes y

encefalopatias.



Justificacion

Se ha observado una mayor frecuencia de pacientes asmaticos seroreactivos
a anticuerpos anti T.canis. El diagnostico de larva migrans se realiza con estuches
diagndsticos comerciales que detectan anticuerpos anti-T. canis; pero, dan
reacciones cruzadas con otras helmintiasis y no detectan el estatus de la infeccion.
Nuestro grupo de trabajo produjo un anticuerpo monoclonal (AcMoG4C2) contra la
fase larvaria de T. canis y se demostré su utilidad para la captura de antigeno
circulante de T. canis en suero.

Se propone utilizarlo en pacientes de primer ingreso al Servicio de Alergia del
Instituto Nacional de Pediatria con diagnéstico de asma. Si conocemos la asociacion
entre la concentracidon de antigenos circulantes de larvas de T. canis con la
presencia y gravedad del asma, entonces podremos predecir en etapas tempranas,
el riesgo de desarrollar cuadros severos de asma, por lo que se podria controlar uno
de los factores que lo desencadenan. El conocimiento que se genere impactara
econdmicamente al disminuir los costos de atencion, la cantidad de ingresos

hospitalarios a urgencias.

Pregunta de investigacion

¢ Existe alguna asociacion entre la concentracion de antigenos circulantes de larvas
de segundo estadio de Toxocara canis y gravedad del asma en pacientes
pediatricos?

Objetivos

General:

Identificar la asociacion entre la concentracion de antigenos circulantes de la fase
larvaria de Toxocara canis con los diferentes niveles de gravedad del asma en
pacientes pediatricos.

Especificos:

- Cuantificar la concentracion de antigenos de larvas de T.canis en sueros de
pacientes pediatricos con asma de primer ingreso al Servicio de Alergia del Instituto
Nacional de Pediatria.

- Determinar el grado de gravedad de asma mediante sintomatologia y espirometria.

- Identificar entre larva migrans aguda, activa o crénica
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- Descartar otras geohelmintiasis en los pacientes

- Identificar la asociacién de la presencia de antigenos de larvas de T. canis y
pacientes con asma.

Hipotesis

Las larvas de T. canis al pasar por el aparato respiratorio desencadenan una serie
de manifestaciones clinicas compatibles con un cuadro de asma. Los pacientes con
asma se clasifican en leve, moderada y severa; si se detectan antigenos de T. canis
y/o anticuerpos anti-T.canis se podra determinar si el parasito esta produciendo el

cuadro clinico y se podra asociar su relacion a la gravedad del asma.

Clasificacion de la investigacion
Se trata de un estudio: observacional, prospectivo, transversal, analitico
Poblacién
Objetivo:
Niflos de 6 a 18 afios de edad con diagndstico de asma
Elegible:
Niflos de 6 a 18 afos de edad, atendidos en la consulta de alergia en el Instituto
Nacional de Pediatria en un periodo de dos afios (2016-2018)
Criterios de seleccion:
Inclusion:
Nifios de 6 a 18 afios de edad
Con diagnéstico de asma (por criterios clinicos y por la prueba de
espirometria)
Exclusioén:
Pacientes con:
Retraso mental o cualquier trastorno de conducta que impida llevar a cabo la
espirometria.
Padecimientos oncologicos, inmunodeficiencias, infecciones de vias aéreas

de al menos una semana de evolucion.



Tamano de la muestra

El tamafo de la muestra se calculé con base al reporte de Muioz-Guzman et al
(2010): Tomando en cuenta la seroprevalencia de Toxocara en pacientes asmaticos
(31%) en comparacion de no asmaticos (20%) se observa lo siguiente:
Se usé la férmula para proporciones, tomando un error alfa de 0.05 y un poder
del 80% se obtiene un tamafio de muestra:

n = (0.20 * 0.80) ( 1.96 + 0.84 (0.31 * 0.69) / (0.20 * 0.80))?
(0.31 - 0.20)°
n =(0.16) (8.592) 1.3747
0.0121
n = 114 pacientes + 20%
n = 137 pacientes por grupo (asma leve, moderada, severa)

Total = 411 pacientes

Variables
Las principales variables son: Asma y concentracion de antigenos de larva migrans.

La gravedad de asma se determinara por el funcionamiento pulmonar que se medira
por espirometria. La larva migrans se puede clasificar como aguda (cuando
solamente se detecten antigenos), activa (deteccion de antigenos de T.canis y
anticuerpos anti-T.canis) y cronica (deteccion de anticuerpos). La definicion
operacional de las variables que se incluiran en el estudio se detalla en el Anexo 1.

Descripcion del estudio

Se obtendra la carta de consentimiento informado de los papas o tutores de los
nifos, y en su caso, la carta de asentimiento de los nifios (Anexo). Se contara con
la historia clinica de los nifios y con la hoja de captura de datos (Anexo). Se
obtendran dos muestras de sangre (3.0 ml). Una servira para la biometria hematica.
La otra servira para la separacion del suero que se almacenara a -20°C hasta su
uso. El suero se dividira en tres lotes: a) para la captura de antigeno mediante el

AcMoG4C12, b) para la deteccion de anticuerpos mediante el kit comercial y c)
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para la deteccién de IgE especifica. Adicionalmente, se pediran tres muestras de
heces de dias alternos, para la deteccion de parasitos intestinales.

Técnicas:

a) Ensayo (ELISA) con el AcMoG4C12 para la captura de antigeno de larva de
segundo estadio de T. canis

Se realizara el ELISA tipo sandwich. La placa se sensibilizara con el
AcMoG4C12 (10 ug/ml), se incubara a 4°C durante toda la noche. Se lavara tres
veces con PBS (pH 7.5) Tween 20 (0.5%). Se bloqueara con leche descremada
(5.0%), incubandolo a 37°C/30 min. Se lavara tres veces. A cada pozo se le pondran
100 ul del suero (previamente tratado con EDTA 0.1 M, pH 7.5 (1/1) y hervido
durante 5 minutos y centrifugado a 5000rpm/5min). Se lavara tres veces. Se
agregara el AcPo (1 ug/ml) acoplado a biotina. Se lavara tres veces. Se agregara
la avidina peroxidasa (dilucion 1:2000), se incubara a 37°C/2 h. Se lavara tres veces.
Se le pondra el cromoégeno (ortofenildiamina 0.04%+ solucion de fosfatos y acido
citrico (1M/1M) + H202 4ul/10ml), se incubara a temperatura ambiente durante 15
minutos. La reaccion se parara con acido sulfurico 2 N. La placa se leera en un
espectrofotometro a 490 nm. Todos los ensayos se repetiran dos veces (Rodriguez-
Caballero et al., 2015)
b) Ensayo (ELISA) con el kit comercial para la deteccion de anticuerpos anti
T. canis
En este caso se seguiran las recomendaciones que vengan en el kit comercial
Diagmex Sade C.V (Diagnostic automation, Inc)
c) Ensayo (ELISA) para deteccién de anticuerpos IgE especifica.

La placa se sensibilizara con el anti-IgE humana; se incubara a 4°C durante toda la
noche. Se lavara tres veces con PBS-Tween 20 (0.5%). La placa se bloqueara con leche
descremada (5%); se incubara a 37°C/30 min. Se lavara 3 veces, se le pondra el suero
(problema) y se incubara a 37°C /1h. Se lavara 3 veces. Se le agregara el antigeno de
excrecion-secrecion de larva de Toxocara canis; se incubara a 37°C/2hrs. Se lavara 3
veces. Se le pondra el anticuerpo policlonal acoplado a biotina (1 ul/ml); se incubara a 37°C

/2h. Se lavara 3 veces. Se le agrega avidina acoplada a peroxidasa (1:2000); se incubara
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a 37°C/2h. Se lavara 3 veces. Se agrega el cromégeno (ortofenildiamina 0.04%+ acido
citrico 1M y fosfatos 1M+ H.O- 4ul) durante 15 min a temperatura ambiente. La reaccién se
parara con acido sulfhidrico 2N y se leera en un espectrofotdmetro a 490nm.

d) Ensayo de avidez.

A la placa de 96 pozos cubierta con el antigeno de secrecion/secrecion de larvas de
segundo estadio (5 ug/mL de proteina) en 0.05 M de amortiguador de carbonatos
pH 9.6, se le agregara el suero problema (100 ul/pozo), diluido en amortiguador 1:50
(PBS+ Tween 20 + 0.5% de albumina sérica bovina). Se incubara durante 60
minutos/37°C. Se adicionara 6M de la solucion de urea y se incubara con agitacion
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Se le pondra el anti-lgG de humano
unido a peroxidasa (dilucion 1:10000) en amortiguador, se incubara 1h/37°C. Se
lavara tres veces con el amortiguador, se le adicionara la ortofenildiamina e incubara
30 min/37°C. La reaccién se parara y la absorbancia se leera a 492nm. En cada
ensayo se pondra el control positivo y el control negativo.

El indice de avidez se obtendra dividiendo la absorbancia que se obtenga de la
muestra tratada con urea y la no tratada con urea, multiplicado por 100. El valor
hasta 50 se considerara como de baja avidez (reciente infeccidn) y el valor mayor a
50 de alta avidez (infeccion cronica).

e) Coproparasitoscopicos.

Cada una de las muestras se procesara por separado, mediante la técnica de
concentracion flotacion (Faust) siguiendo los lineamientos estandar; brevemente,
la muestra (1-2 g) se homogeneizara con 10.0 ml de agua destilada, pasara por un
cedazo, el homogeneizado se podra en un tubo y se centrifugara 2000rpm/1 min,
el sobrenadante se eliminara y el precipitado se lavara tres veces siguiendo el
procedimiento anteriormente descrito. A la muestra se le agregara una solucién de
sulfato de zinc (densidad 1.180°B) se homogeneizara y centrifugara. Con un asa
bacteriologica se obtendra la muestra superficial que se encuentra en el menisco,
durante 2-4 ocasiones y se depositara en un portaobjetos, se le agregara una gota
de lugol, se homogeneizara y se le colocara el cubreobjetos. La preparacion se
observara a 20X.

f) Espirometria
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Se realizara siguiendo el protocolo establecido por el Servicio de Alergia. Esta
técnica requiere de la cooperacion del paciente, por tal motivo solamente se
realizara en pacientes mayores de seis afos.

g) Biometria hematica

La biometria hematica se realizara en el Laboratorio de Hematologia del INP
siguiendo el protocolo establecido.

Consideraciones Eticas
El estudio seguira los principios de la Declaracion de Helsinki, de la Declaracion

Universal sobre Bioética y Derechos Humanos de la UNESCO, de las Pautas Eticas
Internacionales para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos y de las
regulaciones del Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud. Segun el articulo 17 de este Reglamento se considera
que es una "Investigacidn con Riesgo Minimo", por lo que se sometera a la
aprobacién del Comité de Investigacién y del Comité de Etica del Instituto Nacional
de Pediatria, se solicitara Consentimiento/Asentimiento Informado de los
representantes legales del paciente y/o el paciente, a los cuales se explicara
ampliamente el procedimiento. En todo momento se mantendra la confidencialidad
de los datos, y la informacion solo sera conocida por los investigadores
participantes, aunque se podra tener acceso a ella mediante solicitud por los
servicios participantes o por los pacientes.

El investigador principal almacenara los datos de los pacientes en formato

electronico como respaldo de la informacion.

Recursos materiales

Se cuenta con un Laboratorio de Parasitologia experimental de 100 Metros
cuadrados. Una campana de flujo laminar, incubadora con COZ2, microscopios de
luz e invertoscopio, centrifuga clinica, refrigeradores, balanza analitica y un tanque

para nitrogeno liquido.

Recursos humanos
Se cuenta con personal experto en parasitologia e inmunoparasitologia. Médicos pediatras

con subespecialidad en alergia y personal experto en metodologia.
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Impacto

Los resultados de este proyecto impactaran en la toma de decisiones de los
alergologos pediatras, porque contaran con una herramienta para diagnosticar el
asma producida por larvas de T. canis, para ofrecer un tratamiento oportuno y
adecuado.

Relevancia

El proyecto es importante porque al detectar antigeno circulante de larvas de T.
canis, se eliminaran las reacciones cruzadas y se podra determinar si las larvas son
un factor productor de asma. Ademas, se podra establecer una asociacion entre
gravedad de asma y concentracion de antigeno de Tcanis. Con este proyecto se
abriran nuevas rutas para el analisis de la respuesta inmune de pacientes con
alergia y toxocariasis aguda.

Se podra transferir el conocimiento.

Formacién de recursos humanos y productos entregables

Se entregara la tesis de dos médicos pediatras especialistas en alergia, una tesis
de Licenciatura y una de Maestria (Biologia, Facultad de Ciencias, UNAM).

Se entregaran constancias de participacion en un congreso nacional y uno
internacional de parasitologia o alergia.

Se entregara un articulo indizado de nivel 4 y un articulo de revisién del tema

2.5 Anilisis estadisticos

Las variables categoricas y numéricas se presentan con frecuencias. Para el
analisis de la seropositividad a T.canis se realizaron tablas de contingencia de 2x2,
evaluacion de prueba diagnostica y curva ROC. Se realizo el analisis bivariado para
la asociacion entre la seropositividad a T. canis con los niveles de gravedad de
asma, utilizando el estadistico de ji cuadrada de Mantel-Haenszel (p < 0.05 fue
considerado significativo).
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Resultados

Se analizaron 145 pacientes con asma, la edad, género y lugar de residencia de los
pacientes se muestra en la Tabla 1. En dos pacientes se detect6 L3TES (1.4%),
ambos eran de la Ciudad de México. Uno de ellos, masculino de 8 afios de edad,
tenia asma leve persistente parcialmente controlada, y se le detecté 0.1 [Ig/mL de
L3TES, no tuvo eosinofilia y en los coproparasitoscépicos solamente se encontro
Blastocystis hominis. El otro paciente, de 7 afios de edad, tenia asma moderada
persistente no controlada, se le detect6 8.96 ig/mL de L3TES e IgG-anti L3TES,
no tuvo eosinofilia, ni otras parasitosis. Tabla 1.

La seroprevalencia que se obtuvo con el kit comercial para la deteccion de IgG fue
del 6.2%; con el kit casero sin adsorcion con Ag-As fue del 17.24% y con el kit
casero con adsorcioén con Ag-As fue del 17.93% Tabla 1.

En el ELISA realizado con sueros preadsorbidos con Ag-As se encontro
negativizacion de tres sueros que habia sido positivos en el ELISA sin adsorcion, y
cuatro muestras que inicialmente fueron negativas, después de la adsorcion se
hicieron positivas.

Con los resultados de los ELISA para deteccion de L3TES e IgG con sueros
preadsorbidos con Ag-As, se encontré un paciente con L3TES y con probable
infeccion reciente; otro paciente con L3TES e IgG con larva migrans activa, y 25 con

IgG con memoria inmunoldgica o infeccion pasada.

No se encontrd asociacion significativa entre la seroprevalencia a T. canis y género,
edad o lugar de residencia (p>0.05). Tampoco se encontré asociacién con gravedad
del asma, control del asma o eosinofilia. Table 1.

La sensibilidad, especificidad y valores predictivos de las diferentes pruebas se
muestran en la Tabla 2. Para discriminar entre el kit comercial y el casero (con
sueros preadsorbidos con Ascaris), y ambos caseros con y sin preadsorcion de los
sueros, para la deteccion de IgG se elaboro la curva ROC. En el primer caso se
encontré un area bajo la curva de 0.70 y con ambos caseros se incremento a 0.91.
Fig.1.
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La avidez mayor del 50% fue en 21 (80.76%) muestras. La avidez menor al 50% fue
en 5 (19.23%). La muestra del paciente con L3TES e IgG tuvo una avidez del
91.8%.

Los coproparasitoscopicos en serie de tres, de dias alternos fueron negativos para
helmintos.

El numero de pacientes con T.canis seropositivos fue de 7 (4.8%) de los cuales 3
se encontraban controlados y 4 no controlados sin una diferencia estadisticamente
significativa.

No hubo ninguna asociacion entre la sero prevalencia positiva de T. canis con el
sexo y el mantenimiento de perros en casa (P = 0.3, 0.45, respectivamente).
Tampoco encontramos una eosinofilia mayor en los pacientes asmaticos con sero
prevalencia positiva de T. canis (P = 1)

En este trabajo, 25 (62.5%) de los pacientes asmaticos tenian rinitis alérgica y 6
casos (15%) tenian eccema. No hubo una correlacion significativa entre la
frecuencia de anticuerpos contra T. canis y la presencia de rinitis alérgica y eccema
(P=0,76y 0,67, respectivamente) (Tabla 4).

Characteristics N | Positive | Negative X? OR
n (%) n (%)
Gender Girls P=0.1733 | 1.49
66 14 52 (0.63-
3.58)
Boys 79 12 67
Age range 5-10 69 1 58 P=0.7564
1117 65 13 52
ND 11 2 9
Estates Mexico City | 113 20 93 P=0.6899
State 18 3 15
Mexico
Guerrero 4 1 3
Hidalgo 3 0 3
Michoacan 3 1 2
Puebla 1 0 1
Queretaro 1 0 1
Sinaloa 1 1 0
ND 1 0 1
Stool analysis | Faust 145 0 145
Eosinophils Eosinophilia | 36 7 29 P=0.7848 | 1.143
(0.43-
2.99)
Normal 109 19 90
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ELISA LsTES 145 2 143
Kit IgG* 145 9 136
Casero 145 25 120
IgG**
Casero lgG | 145 26 119
Asthma GINA | Mild 44 5 39 P=0.5874
intermittent
Mild 48 11 37
persistent
Moderate 49 10 39
persistent
Severe 4 0 4
persistent
Mild Controlled 23 1 22 P=0.1098
intermittent
and ACQ
Partially 15 2 13
controlled
Not 6 2 4
controlled
Mild persistent | Controlled 20 5 15 P=0.2906
and ACQ
Partially 17 5 12$
controlled
Not 11 1 10
controlled
Moderate Controlled 24 6 18 P=0.9151
persistent and
ACQ
Partially 12 0 12
controlled
Not 13 4# 9
controlled
Severe Controlled 1 0 1
persistent and
ACQ
Partially 2 0 2
controlled
Not 1 0 1
controlled

*Kit comercial, **hecho en casa utilizando sueros no adsorbidos con
antigeno de Ascaris, ***hecho en casa utilizando sueros adsorbidos con
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antigeno de Ascaris, $ deteccion de LsTES en un paciente seronegativo a
IgG, # deteccion de LsTES en un paciente seropositivo a IgG.

Tabla 1. Seroprevalencia a Toxocara canis en pacientes pediatricos con asma
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Fig.1. Curvas ROC. A: INP-L3TES y INP-IgG adsor vs Kit commercial IgG. B: INP-IgG sin
adsorcion y Eosinofilia vs INP-IgG adsor

ELISA Sensibilida | Especificida | VPP % | VPN % | Precisiéon | Area
d % d % IC95% | 1C95% | de bajo la
1C95% 1C95% (Inferior | (Inferior | diagndstic | curva
(Inferior- (Inferior- - - 0 % 1C95%
superior) superior) superior | superior | IC95% (Inferior
) ) (Inferior- -
superior) | superior
)
Kit 11.11 99.26 50 94.41 93.79 0.55
comerci | (1.98-43.5) | (95.95- (9.45- (89.35- | (88.63- (0.48 -
al IgG vs 99.87) 90.55) |97.14) |96.7) 0.71)
INP-
AgSE
Tcanis
Kit 55.56 84.56 19.23 96.64 82.76 0.70
comerci | (26.66- (77.55- (8.50- (91.68- | (75.79- (0.52 -
al lgG vs | 81.12) 89.67) 37.88) |98.69) | 88.04) 0.85)
INP-IgG
adsor
INP-IgG | 84.62 97.48 88 96.67 95.17 0.91
adsor vs | (66.47- (92.85- (70.04- | (91.74- | (90.37- (0.79 -
INP-IgG | 93.85) 99.14) 95.83) |98.7) 97.64) 0.96)
sin
adsorcion
INP-IgG | 26.92 75.63 19.44 82.57 66.9 0.51
adsor vs | (13.7- 67.19- (9.75- (74.37- | (58.89- (0.40 -
Eosinofili | 46.08) 82.46) 35.03) | 88.55) |74.03) 0.64)
a
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Tabla 2. sensibilidad y especificidad de las diferentes pruebas para la deteccion

de Toxocara canis en pacientes con asma

EDAD
N Valido 145
Perdidos 0
Mediana 11.00
Percentiles 25 8.00
50 11.00
75 13.00
EDAD
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia Porcentaje valido acumulado
valido 5 1 7 o of
6 8 5.5 5.5 6.2
7 14 | 9.7 | 9.7 15.9
8 16 11.0 | 11.0 26.9
9 17 11.7 11.7 38.6
10 16 11.0 11.0 49.7
11 17 | 11.7 | 11.7 61.4
12 13 | 9.0 | 9.0 70.3
13 11 7.6 7.6 77.9
14 9 6.2 6.2 84.1
15 13 9.0 9.0 93.1
16 3 2:1 2.1 95.2
17 7 4.8 4.8 100.0
Total 145 100.0 100.0
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Discusién

Debido a que las larvas de Toxocara en hospederos paraténicos pueden vivir
durante varios afos en fase hipobio6tica (5 Strube et al., 2014) y que la presencia de
IgG anti-T.canis no discrimina entre infeccion reciente e infeccion activa (10 Ma et
al., 2018), se hace necesario implementar otras estrategias para poder determinar

el curso de la enfermedad.

En este estudio mostramos que es posible detectar L3TES en pacientes con asma.
El resultado es importante porque la presencia de L3TES sugiere que los pacientes
tenian larvas de Toxocara; uno de ellos probablemente estaba cursando con una
infeccion reciente porque solamente se le encontré L3TES. El otro paciente ya habia
montado una respuesta inmune humoral ante la presencia del parasito porque se le
detectd IgG anti-T. canis y L3TES, este paciente quiza tenia una larva migrans

activa, como previamente fue sugerido 26(Rodriguez-Caballero et al., 2017).

Son pocos, pero interesantes los reportes que demuestran la captura de L3TES en
pacientes con IgG-anti T. canis. Robertson et al (1988)22 detect6é L3TES en dos de
tres pacientes con LMV, en un paciente con LMO y en 10 de 23 nifios con probable
filariasis o malaria. Guillespie et al (1993)25 lo encontraron en 19 de 28 pacientes
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con IgG positiva y LMV; en uno de 10 pacientes con LMV inactiva, y en 2 de 7
pacientes con LMO. Luo et al (1999)23 detectaron L3TES en el 39.5% de 43 sueros
con IgG positiva, e Ishiyama et al (2009)24 en 5 de 9 pacientes con sintomatologia
e IgG positiva. En nuestro caso lo detectamos en pacientes con diagnostico de
asma, pero no hubo diferencia significativa entre deteccion de L3TES y la gravedad
del asma (P> 0.05); probablemente, porque fueron pocos pacientes en los que se
detect6 L3TES.

Con la metodologia que utilizamos se puede detectar desde 470 pg/mL de L3TES
(Rodriguez-Caballero et al., 2015)28, otros autores reportan, 0.004, 0.020 y 0.078
ug /mL de L3TES (Yokoi; Robertson; Luo 1999)302223. En un modelo de cinética
de liberacion de L3TES en ratones infectados con 100 larvas por via intraperitoneal
se detectaron 1.5 ug/mL de L3TES a los 140 dpi (Rodriguez-Caballero et al.,
2017)26 , ahora en el suero de uno de los pacientes se encontré una concentracion
de L3TES, 5.6 veces mayor que en los ratones, lo que sugiere que, con esta
metodologia se tiene un amplio espectro de deteccion de L3TES, puede ir desde
picogramos hasta varios microgramos, y sera necesario realizar mas estudios para
determinar si la concentracion de L3TES influye en el cuadro clinico de los
pacientes.

Con respecto a la deteccidn de IgG en pacientes con diferente gravedad del asma,
utilizamos un kit comercial como estandar de oro, y un kit casero, sin y con previa
adsorcion de los sueros con Ag-As, con la finalidad de detectar reacciones cruzadas
con Ascaris lumbricoides21 (Mufioz-Guzman, et al 2010). Se encontré6 mayor
seroprevalencia con el kit casero que con el kit comercial, este resultado quiza se
debié a que nosotros sensibilizamos la placa con una mezcla de L3TES y hay la
probabilidad que se reconozcan mas epitopos, aunque la obtencién de los L3TES

es muy laboriosa.

Después de que los 145 sueros fueron adsorbidos se encontré que tres sueros que
habian sido positivos a T. canis posteriormente negativizaron, estos resultados son

interesantes porque se eliminaron tres sueros por reaccion cruzada; aunque, los
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coproparasitoscopicos en serie de tres fueron negativos para otras helmintiasis, aun
asi, no podemos descartar que estuvieran infectados con otro nematodo en proceso
de migracion.

Por otro lado, también es importante decir que cuatro sueros que habian sido
negativos, después de la adsorcion positivizaron, probablemente fue debido a la
liberacion de anticuerpos anti-T. canis después de la adsorcion. Estos resultados
muestran que el ELISA indirecto con sueros pre-adorbidos con Ag-As descarta

reacciones cruzadas y puede ser mas facil y rapido que un western blot.

La migracion de las larvas de T. canis por aparato respiratorio puede producir o
exacerbar el asma2 2031 Agahei, Lépez, Lee ). En este estudio, ninguno de los
cuatro ninos clasificados con asma severa: controlada, parcialmente controlada o
no controlada fueron seropositivos a T.canis. Nosotros no encontramos asociacion
entre la gravedad del asma y la seropositividad a IgG (P>0.05), tampoco
encontramos asociacion con el control de asma (cuestionario ACQ) y la
seropositividad (p>0.05). Otros autores han reportado mayor seropositividad en
pacientes con asma que en personas sin asma: Mufioz-Guzman et al (2010)21
reportaron una seroprevalencia del 30.8% en pacientes pediatricos mexicanos con
asma. Fernando (2009)19 detectaron el 29% en 100 pacientes asmaticos de Sri
Lanka.

El indice de avidez alto se corresponde con una infeccién pasada (Dziemian
2008)29, nosotros encontramos que el 80.7% de las muestras tuvieron avidez alta
y se correlacion6 con el L3TES negativo. Llama la atencion el paciente que tuvo
L3TES e IgG porque el indice de Avidez fue alto (91.8%), pero este resultado podria
indicar que este nifio tenia tiempo de haberse infectado y aun mantenia larvas,

como se ha sugerido (Lee, 2014)31.

Dada la alta sensibilidad y especificidad entre el ELISA siny el ELISA con adsorcion
con Ag-As y la deteccion de reacciones cruzadas, se propone realizar solamente el
ELISA con sueros adsorbidos con Ag-As para reducir gastos. Si agregamos el
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ELISA para deteccion de L3TES, entonces con estas dos pruebas se pueden
detectar pacientes con infeccion reciente, con larva migrans activa y pacientes con
infeccion cronica o con memoria inmunoldégica.

La deteccion de IgG se puede utilizar como una prueba de cribado y la deteccion de
L3TES para determinar el estatus de la infeccién.

Conclusion

No Hubo asociacion positiva entre la gravedad del asma o ACQ y la seroprevalencia
a T.canis. Es posible detectar L3TES en pacientes con asma; la deteccion de
L3TES y de IgG con sueros preadsorbidos con Ag-As son dos técnicas
complementarias que permiten determinar el estado de infeccion por T.canis y

descartar reacciones cruzadas.
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Anexo 1:

Definicion de variables

Variable Definicion Deflnlc_lon Escala Unld_afi’de
operacional Medicién
Cantidad de afios | Se corroborara Cuantitativa
Edad vividos desde el mediante acta de Discreta Afos
nacimiento nacimiento Razoén
Caracteristicas oL
i . Cualitativa .
, fenotipicas de los | Se valorara . Masculino /
Género Lo ; . nominal .
individuos basado | mediante clinica C .. femenino
X dicotdmica
en sus genitales
Clasificacion
mediante la Z score Desnutricio
Clasificacié Razoén Desnutricion >-2 Cualitativa n
. matematica que IMC normal -=22 a £1 | ordinal IMC normal
n de imc \ e
asocia el peso y Sobrepeso >1 a <2 politémica Sobrepeso
la talla de un Obesidad >2 Obesidad
individuo
La gravedad del
asma es _
. 1=asma
una propiedad
intrinseca de la . Cualitativa leve
Gravedad de enfermedad. que Escala de severidad ordinal 2=asma
asma . ' g de GINA /GEMA A moderada
refleja la politdmica _
. . 3=asma
intensidad de las
, severa
anomalias
fisiopatolégicas
Cantidad de afios | Se corroborara Cuantitativa
Edad vividos desde el mediante acta de Discreta Afos
nacimiento nacimiento Razoén
Se obtendra
de una
biometria
hematica los
La eosinofilia es eosindfilos
la presencia de expresados 0=sin
una cantidad en Cualitativa eosinofilia
Eosinofilia anormalmente <0.5 nominal 1=
alta normales Dicotomica eosinofilia
de eosindfilos en >0=0.5 a
la sangre. 1.5
eosinofilia
>0=a1b
hipereosinofil
ia
Es unainfeccién | Aguda: Larva Cualitativa _
ps - .. ) 0=NO
zoonotica migrando por tejidos | nominal
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cosmopolita por deteccion de Dicotomica 1=Larva
Toxocariasi | causada por los antigenos por migrans
s gusanos métodos aguda o
nematodos inmunolégicos sin ctiva
parasitos anticuerpos anti-
Toxocara canis larvas (IGM e IGG)
Activa: anticuerpos
anti-larvas (IGM e
IGG) por métodos
inmunologicos con o
sin Larva migrando
por tejidos
Pese a no
consumir
directamente
productos Padre o madre
TABAQUISM provenientes de fumadores 6 Cuallitativa 0= no
O PASIVO las labores <_jel personas con Igs n'omlr)al' 1=si
tabaco, aspira los | que vive el paciente | dicotomica

de distintos
productos
provenientes de
su combustion

fumadores
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Anexo 2: Definiciones conceptuales
Dimorfismo sexual: La hembra es mas grande que el macho; la regién caudal del
macho termina en curva.

Dioico: Parasitos machos y hembras.

ELISA: ensayo inmunoabsorbente unido a enzima (enzyme-linked immunosorbent
assay)

Geohelminto: Una de las fases del parasito necesita madurar en el suelo para ser
infectante.

Hospedero definitivo: Es aquel que alberga las formas desarrolladas, maduras o
sexuales del parasito.

Hospedero paraténico: un hospedero superfluo e ineficiente, en donde no se
desarrolla el parasito. Para que se complete el ciclo biologico del parasito sera
necesario que otro hospedero ingiera al paraténico.

Nematodo: Organismo cilindrico, con cuticula, hipodermis y células musculares.
Es pseudocelomado, con aparato digestivo completo, sistemas nervioso, excretor
y reproductor. Es dioico y con dimorfismo sexual.
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Anexo 5. Carta de consentimiento informado

TITULO: “Busqueda de la asociacion entre la concentracion de antigenos circulantes de
la fase larvaria de Toxocara canis con los diferentes niveles de gravedad del asma en
pacientes pediatricos”

Investigadores Responsables:

Dra. Martha Ponce Macotela
Dr. Alvaro Pedroza Meléndez

Se le invita a usted para que su hijo participe en un estudio de investigacion. Es necesario
que usted decida si participara o no en el estudio. Lea cuidadosamente este formato y
pregunte al médico del estudio cualquier duda al respecto.

¢Para qué se efectia este estudio?

Se ha observado que las larvas del parasito Toxocara canis pueden producir
manifestaciones clinicas (fiebre, tos, y ruidos pulmonares anormales) semejantes al asma.
Por tal motivo, es necesario demostrar si este parasito es el que esta produciendo los
sintomas.

¢En qué consiste el estudio?

En este estudio se incluiran 411 pacientes con asma de primer ingreso, a quiénes se les
detectaran antigenos de larvas de T.canis y anticuerpos anti-T.canis en el suero de sangre
periférica.

¢ Quiénes pueden participar en el estudio?
Niflos de 6 a 18 afos de edad, con diagndstico de asma (por criterios clinicos y por la
prueba de espirometria)

¢ Quiénes no deben participar en el estudio?

Pacientes con retraso mental o cualquier trastorno de conducta que impida llevar a cabo la
espirometria y padecimientos oncolégicos, inmunodeficiencias, infecciones de vias aéreas
de al menos una semana de evolucion.

¢ Qué le pedira a mi hijo que haga?

El estudio se llevara a cabo en un periodo de 2 afios.

Al momento de ingreso de su hijo al Servicio de Alergia se le realizara a) la prueba de
funcionamiento pulmonar (espirometria) para el diagndstico de asma, b) se le pediran dos
muestra de sangre (3.0 mL/cada una) para la biometria hematica y para las pruebas de
deteccién de antigenos de larvas de T.canis y anticuerpos anti-T.canis, y c) tres muestras
de heces, de tres dias alternos para la busqueda de otras parasitosis

¢Quién sufragara los gastos del estudio?

La espirometria, biometria hematica, deteccion de T.canis y coproparasitoscopicos seran
absorbidos por la Institucion y los investigadores. Los costos derivados de estudios o
medicamentos no relacionados con el protocolo son cubiertos por los pacientes a excepcion
de efectos secundarios relacionados al estudio de investigacion.

¢ Qué efectos indeseables pueden pasarle a mi hijo al participar en el estudio?
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Sera minimo al tomar la muestra de sangre, se podra formar un hematoma (moretén) en la
region de la venopuncion.

¢ Qué debo hacer en caso de que mi hijo tenga alguna molestia?
Acudira a la Consulta Externa del Servicio de Alergia. Se puede comunicar con el Dr.
Pedroza vy la Dra. Sandra G Bautista a los teléfonos 10840900-1267

Si mi hijo tiene que hospitalizarse, por un efecto indeseable, relacionado con el
estudio, ; Quién pagara las cuentas del Hospital?
El Instituto

¢ Qué beneficio puedo esperar?
Se le dara el diagndstico de asma y la implicacion del parasito en este padecimiento. El
diagnostico no tendra costo.

¢A quién debo llamar en caso de tener preguntas?

Dra. Martha Ponce Macotela (investigador responsable) 10840900-1454

Dr. Alvaro Pedrosa Meléndez, Sandra G. Bautista Garcia (Servicio de Alergia) 10840900-
1267 y Dra. Matilde Ruiz Garcia Presidente del Comité de Etica Teléfono 10840900 ext.
1581 en caso de que tenga dudas sobre los derechos del participante.

¢Puedo negarme a que mi hijo participe en este estudio?

La participacion es voluntaria y usted puede negarse a participar desde un inicio y no
perdera ninguno de los derechos que actualmente tiene como paciente del Instituto, ni de
la atencion de sus médicos.

¢Quiénes van tener informacion de los datos de mi hijo.

Los datos personales seran disociados, de tal forma que sélo los investigadores principales
podran saber a quién corresponde la informacion generada. Los datos seran confidenciales
y la informacién generada para su divulgacion no incluira el nombre del participante.

¢ Qué se va a hacer con las muestras bioloégicas?

De las muestras de sangre que se obtengan, solo se utilizara una parte de ella. Las células
seran destruidas de acuerdo a los procedimientos internos del Instituto Nacional de
Pediatria. La parte que analizaremos sera el suero, parte liquida de la sangre. Los sueros
que resulten positivos al parasito que estudiamos, se almacenaran en congelacién, por un
lapso de 5 afios, en el Laboratorio de Parasitologia Experimental de la Torre de
Investigacion “Joaquin Cravioto” del Instituto Nacional de Pediatria, posteriormente seran
destruidos bajo los procedimiento internos del Instituto Nacional de Pediatria. Los sueros
negativos al parasito, seran destruidos una vez que se tenga el resultado. El uso que
tendran los sueros positivos, sera para proyectos de investigacion sobre la misma linea de
este proyecto: “Parasitos Emergentes y Reemergentes”. Usted podra solicitar que la
muestra sea retirada del estudio en el momento que lo desee y solicitar su destruccion. En
caso de que usted decida que las muestras de suero sean conservadas por favor, marque
en la siguiente linea:

0 Si acepto que sean almacenadas [ No acepto que sean almacenadas

Las muestras de heces se inactivaran con cloro y se procedera a su manejo siguiendo los
procedimientos internos del Instituto Nacional de Pediatria

¢Puedo conocer los resultados del estudio?

Si.
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Al firmar a continuacion, acepto que:
Lei este formato de consentimiento.
Tuve la oportunidad de formular preguntas y éstas fueron contestadas.
Entiendo que la participacion de mi hijo es voluntaria.
Acepto que mi hijo participe en el estudio
Doy permiso para que se use y comparta la informacion referente a mi hijo como
se describe en este formato.

Nombre Firma Fecha

Del niflo*

Padre o Tutor

Madre o Tutor

Persona que conduce la revision
del Consentimiento

Testigo I.
Direccién

Relacion que tiene con el voluntario

Testigo Il.
Direccién

Relacién que tiene con el voluntario

Recibi copia de este consentimiento

*Nombre
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