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In vitro determination of the sensitivity to nitazoxanide of
four Giardia duodenalis isolates from different hosts

ABSTRACT

Background. In Mexico giardiosis is the most prevalent parasit-
ic disease in children. Treatment with antiparasitics derived from:
nitroimidazoles, benzimidazoles and nitrofuranes have been used;
but, some of them have undesirable side effects. Recently nitazox-
anide (Ntz) was introduced in Mexico; however, there are few stud-
tes on Giardia duodenalis susceptibility to Ntz. Objective. To de-
termine G. duodenalis sensitivity to Ntz and compare it to tinida-
zole (Tnz). Material and methods. Assays were performed in
four G. duodenalis isolates: INP231087MM, INP210897-AXA1 ob-
tained from humans infections, INP170693HGS8, INP300693-CP5
from a cat and a dog, respectively. Half million trophozoites were
exposed to different Ntz or Tnz concentrations in TYI-S-33, for 24
hours at 37° C. Trophozoite viability was tested by the colorimetric
method of MTT-tetrazolium salts reduction to MTT-formazan. To
analyze ultrastructural damage, control and experimental sam-
ples were processed by standard electron microscopy methods. Ex-
periments were carried out, in a double blind in triplicate and re-
peated four times. Results were analyzed by variance analysis. Re-
sults. Susceptibility at 100% were in a Ntz concentration ranging
from 1 ug to 7 ug and in a Tnz concentration ranging from 1 ug to
4 ug. There were significant differences when sensitivities to Ntz
were compared between them (P < 0.001]. The ultrastructural
analysis showed changes in trophozoite volume, loss of character-
istic shape and swelling. Conclusions. This is the first report of
G. duodenalis susceptibility to Ntz performed in isolates from dif-
ferent hosts. G. duodenalis isolates were more susceptible to Tnz
than Ntz.
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RESUMEN

Antecedentes. En México la giardiosis es la protozoosis intesti-
nal més frecuente en los nifios, para el tratamiento se utilizan
los nitrofuranos, nitroimidazoles y benzimidazoles. Reciente-
mente se introdujo un antiparasitario polivalente: la nitazoxani-
da (Ntz); del cual hay pocos estudios sobre su actividad antigiar-
diasica. Objetivo. Determinar in vitro la sensibilidad de G. duo-
denalis a la nitazoxanida y compararla con el tinidazol (Tnz).
Material y métodos. La susceptibilidad se estudié en cuatro ais-
lados axénicos de G. duodenalis: INP231087MM y INP210897-
AXA1 (humanos), INP170693HG8 y INP300693-CP5 (gato y
perro, respectivamente). Se expusieron 500,000 trofozoitos a
diferentes concentraciones de Ntz o Tnz. La viabilidad se de-
terminé por el método colorimétrico de la reduccion de sales de
tetrazolio (MTT) a MTT-formazan y los resultados se analiza-
ron por ANOVA. Los cambios estructurales se determinaron
por microscopia electrénica de transmisién. Los experimentos
se realizaron por triplicado y se repitieron cuatro veces en un
disefio experimental ciego. Resultados. Para alcanzar el 100%
de mortalidad (sensibilidad o susceptibilidad) se necesit6 una
concentracién de 1 a 7 ug/mL de Ntz y de 1 a 4 pg/mL de Tnz.
Cuando se comparo la susceptibilidad de los aislados a la Ntz se
encontré que hubo diferencias significativas entre ellos (P <
0.001). Los farmacos produjeron aumento de volumen y menor
electrodensidad del citoplasma y nicleos. Conclusiones. Este
es el primer reporte de la sensibilidad, in vitro, de G. duodena-
lis a Ntz, en aislados de diferentes huéspedes. Se observé ma-
yor susceptibilidad al Tnz que a la Ntz. Debido a la deforma-
cion de los trofozoitos, se sugiere que la Ntz induce modificacio-
nes en la membrana y lisis celular.

Palabras clave. Giardia duodenalis. Giardiosis. Tratamiento.
Nitazoxanida. Tinidazol. Antigiardiasicos.
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ANTECEDENTES

En México la giardiosis es la protozoosis intestinal
que se encuentra con més frecuencia en los nifos;!
puede cursar como una parasitosis asintomatica o pre-
sentar cuadros con diarrea, dolor abdominal, hiporexia,
nausea, vomito, sindrome de mala absorcion intestinal,
desnutricién y anemia.? Para el tratamiento se usan
farmacos derivados de los nitroimidazoles, nitrofura-
nos y benzimidazoles.? Sin embargo, algunos de estos
antiparasitarios producen efectos secundarios indesea-
bles: desde el malestar general* hasta posibles dafios
cromosémicos.? Ademas existe el riesgo de que se estén
seleccionando cepas resistentes a los tratamientos tra-
dicionales.%7

Recientemente se introdujo al mercado mexicano
un nuevo antiparasitarias, la nitazoxanida (Ntz);%?
sobre este parasiticida polivalente hay pocos estu-
dios.!0 En este trabajo se reportan las concentraciones
de Ntz necesarias para matar, in vitro, al 100 % de los
trofozoitos de Giardia duodenalis procedentes de di-
ferentes huéspedes.

MATERIAL Y METODOS

La susceptibilidad se determiné en cuatro aislados
axénicos de G. duodenalis: INP231087-MM, de un
nino; INP210897-AXA-1, de un adulto y el INP170693-
HGS, de un gato; los cuales se obtuvieron por el méto-
do de desenquistamiento in vitro.!! El aislado
INP300693-CP5, se obtuvo de un raspado del epitelio
intestinal de un perro sacrificado; los trofozoitos se ob-
tuvieron del duodeno y se resuspendieron en un frasco
de cultivo de tejido que contenia medio TYI-S-33, com-
plementado con 1 mg/mL de bilis bovina, 10% de suero
fetal de bovino y antibiéticos: gentamicina 20 pg/mL y
ceftazidima 20 pg/mL. El frasco con trofozoitos se incu-
b6 a 37 °C durante 30 minutos. Para eliminar restos
del epitelio y moco, los trofozoitos adheridos a las pare-
des del frasco se lavaron tres veces con TYI-S-33 a 37
°C. Finalmente, el frasco con trofozoitos adheridos se
llen6 con medio fresco y se incubé6 a 37 °C.

La sal de Ntz fue obsequi6 del laboratorio Columbia
y la de Tnz del laboratorio Grossman. Cada uno de los
farmacos se disolvié en dimetilsulf6xido (DMSO) y se
esterilizé por filtracion a través de una membrana de
0.22 pm. La concentracién maxima de DMSO que se
utiliz6 en cada uno de los ensayos fue menor al 0.5 %.

Se expuso a medio millén de trofozoitos a diferentes
concentraciones de Ntz o Tnz (0.5, 1, 2,...10 ug) en 1.5
mL del medio TYI-S-33 y se incubaron a 37 °C durante
24 horas; posteriormente, para eliminar restos del me-
dio de cultivo y/o de los farmacos, se lavaron tres veces

con solucién salina amortiguada con fosfatos (SSF). La
viabilidad de los trofozoitos se determiné por el método
colorimétrico de la reduccién de las sales de tetrazolio
(MTT: bromuro de (3[4,5 dimetil tiazol-2-il]) 2,5 difenil
tetrazolio) a MTT-formazan.!? Los trofozoitos lavados
se resuspendieron en SSF, se les agreg6 40 pg de MTT
y 20 ug de metosulfato de fenazina (PMS) y se incuba-
ron a 37 °C durante 30 minutos. El colorante sintetiza-
do por los trofozoitos vivos, se extrajo y se solubilizé
con isopropanol/HCl. La concentracién del MTT-for-
mazan se midi6 en un espectrofotémetro (Ultrospec
III, Pharmacia) a 570 nm. Como controles se incluye-
ron: trofozoitos sin exposicién a los farmacos, trofozoi-
tos que crecieron en 0.5 % de DMSO y trofozoitos
muertos por tres ciclos de congelacién/ descongelacion
(c-d) en N, liquido. Los experimentos se desarrollaron
por triplicado y se repitieron cuatro veces. Se siguié un
diseno experimental ciego.

La sensibilidad (mortalidad o susceptibilidad) se cal-
cul6 con la formula:
S =DO DO

/DO -DO

vivos ~ experiment; vivos ~ muertos (c-d)

Los resultados se analizaron mediante el anélisis de
varianza (ANOVA).

Para identificar cambios ultraestructurales, se fija-
ron muestras de los grupos control y experimental con
glutaraldehido en amortiguador de fosfatos a pH = 7.2,
se postfijaron con tetréxido de osmio, se deshidrataron
e incluyeron en resina epéxica. Los cortes finos se con-
trastaron con acetato de uranilo-citrato de plomo y se
observaron en un microscopio electrénico de transmi-

si6n Carl Zeiss EM109.
RESULTADOS

El aislado CP5 obtenido por resecciéon del duodeno
se estableci6 después de diez dias en el medio TYI-S-33
y se expandio.

Primero se determind la influencia del DMSO sobre el
crecimiento de los trofozoitos de Giardia. Se encontré que
no hubo diferencias significativas (p > 0.001) en el creci-
miento entre las poblaciones que se cultivaron con TYI-S-
33 comparadas con aquellas que se sembraron con TYI-S-
33 mas el 0.5 % de DMSO.

Después se estudio6 el efecto de los antiparasitarios sobre
los trofozoitos. Para conocer las concentraciones letales al
100 % contra los trofozoitos de los cuatro aislados; se trans-
formaron los valores de concentracion de la sintesis de for-
mazéan, expresados en unidades de densidad 6ptica (DO)
con la formula de sensibilidad. Los resultados obtenidos se
presentan en la grafica de caja y bigote (Figura 1). Los tro-
fozoitos mas susceptibles (1-3 pg/mL) tanto a la Ntz como
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al Tnz fueron los del aislado HGS8 (gato). Por otro lado, los
trofozoitos con mayor resistencia a la Ntz fueron los del
aislado MM que requirieron de una concentracién entre 2-
7 ug/mL para matar al 100 % de la poblacién.

pg/mL

ki
e llss

AXA/Ntz AXA/Tnz CP5/Ntz CP5/Tnz HG8/Ntz HG8/Tnz MM/Ntz MM/Tnz

Figura 1. Gréfica de caja y bigote que muestra la comparacion entre los
intervalos de concentracion de nitazoxanida (Ntz) y tinidazol (Tnz) para
obtener el 100% de mortalidad en cuatro aislados de Giardia duodena-
lis obtenidos de diferentes huéspedes.

La ultraestructura de los trofozoitos del grupo sin
tratamiento mostré la morfologia tipica: el disco suctor
sin deformaciones, el citoplasma electrodenso, la regién
dorsal con el complejo vacuolar y el glucocaliz integro
(Figura 2A). Aunque los trofozoitos expuestos a la Ntz
presentan el disco suctor integro, la membrana dorsal
perdi6 su complejo vacuolar y hubo aumento de volu-
men, lo que dio a los trofozoitos una apariencia globo-
sa, con el citoplasma y el nucleoplasma menos electro-
denso y sin glucocaliz (Figura 2B). Los trofozoitos tra-
tados con Tnz mostraron imagenes semejantes a las
obtenidas con Ntz (no mostradas).

DISCUSION

Este es el primer trabajo en el que se reporta la sus-
ceptibilidad de G. duodenalis a la nitazoxanida y es el
primer estudio que incluye dos aislados axénicos de
Giardia obtenidos de animales. La insercién del aislado
CP5 es importante; porque, hasta donde sabemos, en el
mundo solamente hay cuatro aislados de G. duodenalis
obtenidos de perros y mantenidos en cultivo axénico,? el
aislado CP5 es el quinto aislado establecido in vitro y el
primero que corresponde al grupo genético II del ensam-
ble A (Ponce-Macotela, manuscrito en preparacién).

Con el método colorimétrico de la reduccion de las
sales de tetrazolio se encontré que para matar al 100%
de los trofozoitos fue necesario aplicar una mayor con-
centracién de nitazoxanida (1 a 7 pg/mL) que de tini-
dazol (1 a 4 pyg/mL). El analisis estadistico mostré que
no hubo diferencia significativa de la sensibilidad entre

Figura 2. Micrografia electronica de transmision de trofozoitos de Giardia
duodenalis. (A) Trofozoitos sin farmaco. (B) Trofozoito expuesto a la nita-
zoxanida, durante 24 horas en el medio TYI-S-33. Trofozoito globoso y con
disminucion de la electrodensidad tanto en el citoplasma como en los nu-
cleos y pérdida de estructura. Escala de la barra = 1 pM.
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Cuadro 1. Resumen del ANOVA de dos criterios para la nitazoxanida y tinidazol.

Fuente de Grados de Suma de cuadrados Cuadrados medios Razon de varianza
variacion libertad
Ntz Tnz Ntz Tnz Ntz Tnz

Aislados 3 3360.4 249.9 1120.1 83.3 15.12 0.926
Concentracion 7 77998.4 37965.7 11142.6 5423.6 150.30 60.300
Interaccion 21 3139128.5 3373490.5 149482.3 160642.4 2019.30 1786.500
Error 352 26083.2 31651.7 74.0 889.9
Total 383 3246570.7 3443357.8

F 0.05(3352 = 2.6

Fo.05(7,052) = 2:01; Fo.os(e1,as2 = 1:52

los cuatro aislados de G. duodenalis expuestos al tini-
dazol (p > 0.001), (Cuadro 1). Sin embargo, en los ais-
lados de G. duodenalis tratados con nitazoxanida hubo
una respuesta heterogénea que presenté diferencias
significativas entre si (p < 0.001). Las diferencias en la
susceptibilidad de los trofozoitos de cada aislado, po-
drian explicar, en parte, los mecanismos de la seleccién
de aquellos organismos que presentan rasgos de resis-
tencia y la eliminacién de aquellos que no los tienen.
Este proceso favoreceria la permanencia y expansion de
las poblaciones resistentes.

Por otro lado, los trofozoitos de G. duodenalis del
aislado HG8, obtenido de un gato, fueron los mas sus-
ceptibles a la nitazoxanida (1-3 pg/mL), ya que las con-
centraciones del parasiticida encontrados para los ais-
lados AXA y MM de origen humano fueron de 3 - 5 ug/
mLy 2 - 7 yg/mL respectivamente. Ignoramos el signi-
ficado de estas diferencias, tal vez, reflejan la interac-
cion de los trofozoitos de Giardia, obtenidos de huma-
nos, con otros antimicrobianos; los que quiza posibili-
taron la expresién de genes mdr® (genes de resistencia
a las drogas). Por otro lado, creemos que la mayor sus-
ceptibilidad de los trofozoitos de Giardia obtenidos de
animales a los antiparasitarios estudiados, probable-
mente, se debe a que en nuestro medio, los animales
tienen menos posibilidades de interactuar con otros an-
tibiéticos, ya que en general las mascotas reciben me-

2-nitroimidazoles rompen la estructura helicoidal del
DNA, producen fragmentacién de las hebras y el consi-
guiente deterioro de su funcién de matriz en la replica-
cién y alteran el control de la transcripcién génica.'* Si
consideramos que la nitazoxanida actia de manera se-
mejante, después de un tiempo de exposicién de los tro-
fozoitos al farmaco encontrariamos alteraciones de
transcripcién, traduccién y desérdenes metabdlicos que
finalizarian en lisis celular.

CONCLUSIONES

Este es el primer reporte en el que se determina la
sensibilidad de G. duodenalis a la nitazoxanida, en ais-
lados obtenidos de diferentes huéspedes.

Los resultados mostraron que los aislados de Giar-
dia fueron mas susceptibles al tinidazol que a la nita-
zoxanida.

El aislado HG8 procedente de un gato fue mas sensi-
ble a la nitazoxanida que los aislados obtenidos de hu-
manos.

Debido al aumento de volumen de los trofozoitos, se
sugiere que la nitazoxanida induce modificaciones en la
permeabilidad de la membrana que producen lisis celular.
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