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Resumen

Antecedentes: Las parasitosis intestinales son un problema de salud pablica no solo por las
enfermedades que pueden producir sino por los inconvenientes que presentan los métodos
diagnosticos empleados. Hasta el momento la microscopia sigue siendo la prueba estandar en
algunas parasitosis, sin embargo presenta inconvenientes de sensibilidad en zonas de baja
intensidad de infeccidn parasitaria.

Objetivo: En el presente estudio se evalu6 al Real Time PCR (RT-PCR) para la investigacion
de Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis, Ascaris lumbricoides, Strongyloides
stercoralis, Necator americano y Anquilostima duodenalis en heces en un area endémica en la
Provincia de Esmeraldas.

Métodos: Se recolectaron muestras de heces procedentes de mujeres embarazadas a las que se
realiz6 pruebas microscopicas en fresco, Kato-katz, concentrado formol-eter y cultivo. El
ADN se extrajo de las muestras de heces utilizado FAST DNA Spin kit for soil (MP
Biomedicals), en cada reaccién se utilizd FastStart Tag DNA polimerasa, las secuencias
fueron amplificadas en el equipo Fast Real-Time PCR 7500.

Resultados: Los resultados del estudio indicaron que la prevalencia por medio de RT-PCR
fueron para Etamoeba histolytica del 1,3% (25,6% por analisis en fresco + concentrado),
Giardia intestinalis 5.1% (5,1% en fresco + concentrado), Ascaris lumbricoides 16% (23,3%
por Kato-Katz + concentrado), Strongyloides stercoralis 4.1% (2.2% por cultivo) y uncinarias
1.7% entre los cuales 2 casos correspondian a Necator americano y 1 a Anquilostima
duodenalis (2.7 % por Kato-Katz + concentrado). Cuando se compard la sensibilidad y
especificidad del RT-PCR con la microscopia se encontr6 para Giardia intestinalis del 25%-
95.5%, Ascaris lumbricoides del 55%-94.1%, Strongolides stercoralis del 25%-96% y
uncinarias del 25%-98% respectivamente. Para Entamoeba histolytica no se determiné
sensibilidad y especificidad.

Conclusiones: El diagnostico de paréasitos intestinales por medio RT-PCR en personas con
parasitismo de baja intensidad presenta una sensibilidad reducida pero con alta especificidad
con respecto a las técnicas microscopicas, estos resultados son importantes en cuanto al uso de
técnicas moleculares en estudios de campo.
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Abstract

Background: The intestinal parasitism is a problem of public health, not only because of the
illness that can produce but also the disadvantages of diagnostic techniques. So far the
microscopy is still the standard test in some infections, however it has some inconvenient of
sensibility in zones of low intensity of parasitic infection.

Objective: In the present study, the Real Time PCR (RT-PCR) was assessed for the
investigation of Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis, Ascaris lumbricoides,
Strongyloides stercoralis, Necator americano and Anquilostima duodenalis in stool samples in
an endemic area in the province of Esmeraldas.

Methods: We collected fecal samples from pregnant women and realized microscopic tests in
fresh, Kato-Katz, concentrated of formol-ether and culture. The DNA was extracted from the
fecal samples using FAST DNA spin kit for soil (MP Biomedicals) in each reaction we used
FastStart Tag DNA polymerase and the sequences were amplified in the Fast Real-Time PCR
7500.

Results: The results of this study indicated that the prevalence by the RT-PCR were for
Etamoeba histolytica in 1.3% (25.6% for fresh analysis + concentrate), Giardia intestinalis
51% (5.1% fresh + concentrate), Ascaris lumbricoides 16% (23,3 % by Kato-Katz +
concentrate), Strongyloides stercoralis 4.1% (2.2% in culture) and hookworms 1.7%,
including 2 cases to Necator Americanus and 1 to Anquilostima duodenalis (2.7 % Kato-Katz
+ concentrated). When we compared the sensibility and specificity of RT-PCR with the
microscopy we found for Giardia intestinalis 25% -95.5%, Ascaris lumbricoides 55% -94.1%,
Strongolides stercoralis 25% -96% and hookworms 25% -98% respectively. Sensibility and
specificity for Entamoeba histolytica was not determined.

Conclusions: The diagnostic of intestinal parasites by RT-PCR in people with low parasitism
intensity has a low sensibility but with high specificity with respect to the microscopic
techniques, these results are important in the use of molecular techniques in field studies.
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1.- INTRODUCCION

Las infecciones parasitarias han acompafado a los humanos durante toda su historia, ya que
han sido descritas hace muchos afios atrds como se puede observar en el papiro de Ebers, 1500
A.C. o descritos por médicos como Hipdcrates 3000 a 200 A.C. al igual que el hallazgo de
huevos calcificados de helmintos en coprolitos de momias que datan de 200 a.c. (1, 2). La
tenias por ejemplo las trajeron los humanos a América desde el Africa hace 50.000 afios y les

transmitieron a los bovinos y porcinos (3).

Actualmente las parasitosis intestinales siguen siendo un problema de salud publica, segun la
organizacion Mundial de la Salud (OMS) aproximadamente el 10% de personas en paises en
vias del desarrollo estan infectadas especialmente en los trépicos (4). Entre los principales
parasitosis que afectan al intestino del hombre se encuentran los protozoarios y helmintos
intestinales, los que causan una mortalidad que va entre 70.000 y 50.000 personas al afio
respectivamente (5). Aungue la mayoria de estas infestaciones permanecen como una entidad
asintomatica se los ha asociado frecuentemente a multiples alteraciones clinicas en el
hospedero como la malnutricion, el retraso en el desarrollo cognitivo, anemia (especialmente
en el embarazo), alteraciones intestinales como diarrea o disenteria y alteraciones extra-

intestinales por invasion como higado, pulmones y cerebro (6, 7).

El diagnoéstico de estas parasitosis es dificil, clasicamente en busca de formas parasitarias ya
sea huevos o larvas de helmintos, quistes o trofozoitos de protozoarios intestinales. Estas
formas pueden identificarse de manera directa o mediante tinciones, son métodos rapidos y
simples pero con varios inconvenientes. El desarrollo de tecnologia en cuanto al diagndstico

de las parasitosis intestinales ha evolucionado tanto en microscopia como en



técnicas inmunologicas y moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de
tipo convencional y en tiempo real. Estas Gltimas estan siendo sometidos a procesos de

validacion frente a técnicas que hoy en dia son las pruebas estandar.

2.- ANTECEDENTES

2.1.- Protozoarios intestinales

2.1.1. Entamoeba histolytica

2.1.1.1 Epidemiologia, ciclo de vida y caracteristicas clinicas

La OMS ha reportado que aproximadamente 50 millones de personas tienen enfermedad
invasiva por Entamoeba histolytica y alrededor de 100.000 fallecimientos al afio ocurren
alrededor del mundo y es el protozoario que ocupa el segundo lugar en mortalidad luego de la

malaria (8).

Se han descrito muchas especies dentro del género Entamoeba, pero en realidad seis, E.
histolytica, E. dispar, E. moshkovskii, E. polecki, E. coli y E.hartmanni, colonizan el intestino
humano, de las cuales solo E. histolytica ha demostrado ser patdgena (9), adicionalmente es
casi imposible distinguirla con E. dispar por medio de la microscopia.

El ciclo de vida de E. histolytica consiste en 2 estadios parasitarios, un infectivo que es el
quiste y otro vegetativo el trofozoito. ElI quiste mide entre 10-15 um de diametro y
tipicamente contiene 4 nucleos lo que ha servido para su diferenciacién de su similar E. coli,
con 8 nucleos. Mientras que el trofozoito tiene similares diametros pero con un solo nicleo y

un cariosoma, este Gltimo sirve para la diferenciacion de otros géneros. El quiste de E.



histolytica es resistente a la acidificacion, cloracion y desecacion, siendo capaz de resistir y
permanecer infectivo por varias semanas contaminando agua y alimentos. Cuando el humano
los ingiere el quiste es conducido al intestino delgado donde ocurre la desenquistacion seguida
de mitosis para dar origen a 8 trofozoitos que colonizaran el ciego y el resto del colon donde
se adhieren a las capas del epitelio de la mucosa colonica (10).
Se han descrito tres tipos de moléculas en E histolytica que le permiten producir sus efectos
en el hospedero:
e Lectinas Gal/GalNAc, expresadas en el trofozoito, reconocen a residuos de galactosa
y N-acetylgalactosamine (GalNAc) de las células del epitelio intestinal permitiendo su
adherencia y colonizacion (11).
e Ameboforos, producen lisis de las células intestinales, actian como perforinas.
Péptidos similares se encuentran en E. dispar pero con un bajo porcentaje de actividad
(12).
e Proteinasa de cisteina, ampliamente encontrada en diferentes  organismos
multicelulares y unicelulares, en E. histolytica se piensa que su funcion es la evasion
del sistema inmune ademas de producir efectos citopaticos en las células del

hospedero (11).

Dentro de las patologias asociadas a E. histolytica un 90% de las personas no presentan
sintomas, mientras que del 4-10% presentan trastornos compatibles con disenteria y/o
enfermedad extraintestinal (13), la enfermedad disentérica puede evolucionar ocasionalmente
a una colitis fulminante amebiana, megacolon téxico o fistula recto-vaginal, en cambio la

amebiasis extraintestinal se encuentra el absceso hepéatico amebiano (14).



2.1.1.2 Diagnostico

Lamb en 1859 fue quien describid por primera vez amebas en el contenido intestinal y Brumt
en 1925 propuso la,”existencia de dos especies morfoldgicamente idénticas de amebas™, E.
dispar, especie no patégena y E. dysenteriae (histolytica) patdgena. En 1993 se llego a definir
que estas 2 especies son completamente diferentes, aunque dentro de éste diagnostico
diferencial se podria incluir a E. moshkovskii, un género mas de tipo ambiental pero que ha
sido aislada de pacientes con sintomas gastrointestinales (15,16). La existencia de las amebas
no patégenas (E. dispar y E. moshkovskii) complica el diagnostico debido a la incapacidad
para poder diferenciarlas microscopicamente y ha motivado el desarrollo de técnicas que
permitan una identificacion de E. histolytica para un manejo dirigido (17). En Ecuador por
ejemplo Jacobsen et al. encontré una prevalencia del 57.1% del complejo Entamoeba
histolytica/dispar (18) en nifios indigenas Ecuatorianos (por analisis microscopico en heces),
pero Gatti et al. en 168 sujetos en el trépico ecuatoriano determind por microscopia que 48
sujetos ( 27%) estaban colonizados por el complejo E. histolytica/dispar, sin embargo por
medio de cultivo y analisis de zymodemos se demostré que s6lo 7 personas de éstas estaban
colonizadas por E. histolytica y 26 personas con E. Dispar (19). El estudio directo de heces
por medio de la microscopia es el méas utilizado para un diagnostico rapido, sin embargo
cuando se lo ha evaluado en areas endémicas y no endémicas ha presentado una sensibilidad

entre el 60% al 68% para la identificacion del complejo E. histolytica/E. dispar (21,22).

El cultivo y electroforesis de isoenzimas son los métodos empleados para la diferenciacion

de los distintos géneros de amebas, pero por factores como su costo, tiempo empleado,



necesidad de un nimero elevado de células para su realizacion y debido a que no siempre se
obtienen los resultados esperados su verdadera utilidad se la ha reservado como método de
referencia (20).

La técnica de ELISA que identifica anticuerpos frente a antigenos de E. histolytica son
empleados especialmente para afecciones extra intestinales como por ejemplo las hepaticas
demostrando una sensibilidad del 97.4% y especificidad de 94.8%, sin embargo es demorado y
no aplicable en &reas endémicas (23). La deteccién de antigenos en heces ha sido una
alternativa a los métodos microscopicos ya que permite diferenciar E. histolytica de E. dispar
con una sensibilidad de 98% y especificidad de 97% en areas de alta endemicidad (24). Sin
embargo otros reportes realizados tanto en areas endémicas como no endémicas han reportado

resultados contradictorios (25), adicionalmente este requieren heces frescas y libres de formol.

2.1.1.3. Técnicas moleculares, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y

PCR en tiempo real (RT-PCR)

Técnicas moleculares como el PCR convencional requieren laboratorios especializados,
personal capacitado, equipos especiales y presentan el riesgo de contaminacion lo que
ocasiona falsos positivos, pero presentan una buena discriminacion entre E. histolytica y E.
dispar (26) incluso la identificacion simultanea de los 3 géneros incluyendo a E. moshkovskii,
consiguiendo una sensibilidad del 94% vy especificidad del 100% en heces (27, 28). El RT-
PCR permite superar en parte los inconvenientes presentados por el PCR convencional y
brindar alternativas a los métodos tradicionales. Se han reportado protocolos de RT-PCR
optimizando tiempo y con un numero mayor de muestras que se pueden procesar.
Adicionalmente se puede monitorizar de manera continua la amplificacion del gen blanco y

tener limites de deteccion tan bajos como 0.1 células parasitarias por gramo de heces (29).



Uno de los genes mas utilizados para diagnostico es la subunidad pequefia ribosomal (18S
rRNA) y el que ha demostrando mayor sensibilidad y especificidad, cercana al 100% es el

que utiliza la tecnologia Tagman 1 que amplifica la 18S sRNA (32). Tablal

Tabla 1. Distintos protocolos de PCR en tiempo real para identificacion de E. histolytica y E.
Dispar reportados en varios estudios.

Ensayo/técnica Gen blanco Primer o sonda

Eh-S26C
Ed-27 C
Eh-Ed-AS25
Light cycler 18S rRNA Eh/Ed-24LC-Red 640
Eh-Ed-25-F
Ehdmf, Ehdmr
Ehdm
Ehd640
Eh-d-239F
TagMan 1 18S rRNA Ehd-88R
Histolytica-96 T
Dispar-96T
TagMan 2 Episomal repeats  Histolytica-50F
(SREPH gene) Histolytica-132R
Histolytica-78T
Multiplex real time PCR 18S rRNA Ehd-239F
Ehd-88R
Histolytica-96 T
TagMan 1 + bead- based Luminex assay 18s rRNA Eh134F
Eh134R

Adaptado de R. Fotedar, 2007: 29-30

2.1.2 Giardia intestinalis

2.1.2.1 Epidemiologia, ciclo de vida y cuadro clinico

Se trata de uno de los protozoarios intestinales mas comunes que afectan al humano, se estima

que aproximadamente 2.8 x 10° personas se infectan anualmente, en Ecuador se ha reportado



por medio de microscopia una prevalencia el 11.1% al 18.5% tanto en la region costa como en

la region sierra respectivamente (34, 35).

Giardia intestinalis es un protozoario flagelado y binucleado, parasito de varios reptiles, aves
y mamiferos (incluido el humano). Su ciclo vital tiene 2 estadios, el primero es el trofozoito el
cual mide aproximadamente 15um de longitud con 2 nicleos localizados anteriormente, un
disco central adhesivo formado por microtibulos, posee 4 pares de flagelos (un par anterior, 2
posteriores y un caudal). Su segunda forma parasitaria es el quiste que mide entre 10-12um de
longitud, relativamente resistente a la cloracién y a la ozonolisis pudiendo permanecer viable
por varias semanas especialmente en superficies frias. La transmision empieza por la ingestion
de los quistes presentes en agua o alimentos contaminados, pero la transmision persona-
persona es mas comun por la via fecal-oral, su destino final es la colonizacion del duodeno
donde se produce la desenquistacion (36).

La infeccion por Giardia intestinalis causa sintomatologia diversa que va desde formas
asintoma@ticas, cuadros diarreicos agudos, alteraciones en crecimiento corporal, anemia (37) y
hasta alteraciones en el desarrollo psicomotor en nifios (38). Al parecer estos efectos estaria
producidos por alteraciones en el epitelio intestinal como son: mala absorcion de glucosa, agua
y electrolitos, reducida actividad de las disacaridasas y pérdida de la barrera epitelial por
induccion de apoptosis de los enterocitos (39). Sin embargo la enfermedad diarreica aguda es

la presentacion mas comdn.

Genotipicamente a Giardia intestinalis (lamblia) se lo puede clasificar dentro de 7 grupos (A,
B, C, D, E, F y G) basados en la caracterizaciéon de tres genes: que codifican a glutamato

deshidrogenasa (gdh), la pequefia subunidad ribosomal SSU, rRNA y triosafosfato isomerasa



(tpi). Los grupos A y B infectan a humanos, perros, gatos y mamiferos salvajes. Dentro del
Grupo A se han dividido en subgrupos | y Il a éste altimo se lo ha asociado con enfermedad
diarreica aguda especialmente en nifios menores de 5 afios (42,43). El genotipo del grupo B se
ha encontrado con mayor frecuencia y se asocia con enfermedad asintomatica (41) sin

embargo los subgrupos 111y 1V, han sido asociados a enfermedad diarreica en humanos (40).

2.1.2.2 Diagnaéstico

El andlisis microscopico es el método de eleccion, aunque la eliminacion de sus formas
parasitarias de una manera intermitente reduce su sensibilidad (44). Una de las alternativas
recomendadas es la recoleccidn de varias muestras para incrementar la capacidad de deteccion
(45), aungue en personas con alta carga parasitaria de 1 - 2 muestras podria ser suficiente para
alcanzar sensibilidades entre 72% al 92% respectivamente (46), no obstante el tiempo que
toma en realizar el examen (métodos por concentracion), la colaboracion del paciente y el
entrenamiento del personal sigue siendo un gran inconveniente.  Para superar los
inconvenientes de técnicas microscopicas se han desarrollado procedimientos basadas en
anticuerpos monoclonales frente a antigenos especificos, como la inmunocromatografia, con
ventajas como rapidez en su realizacion, no necesitar equipos sofisticados y presentando
sensibilidades hasta un 82% y especificidad del 98%, sin embargo la carga parasitaria presente
en heces es el principal inconveniente que afecta su eficiencia (47, 48). Enzima
inmunoensayos (EIA) que detectan antigenos solubles en heces han mostrando sensibilidad
superior al 90% vy especificidad del 99%, con buena correlacion con la inmunofluoresencia la
misma que para algunos autores es el método referencia (49). Sin embargo el EIA también se

ve afectado por la carga parasitaria presente en heces y la necesidad de analizar mas de una



muestra para conseguir resultados satisfactorios debido a los resultados falsos negativos que

pueden presentar (48).

2.1.1.3. PCR y PCR en tiempo real

Métodos basados en la PCR para el diagnéstico de Giardia intestinalis en heces se basan en la
amplificacion de 3 genes blanco que codifican para la glutamato deshidrogenasa (gdh), la
pequefia subunidad ribosomal (SSU), rRNA vy triosafosfato isomerasa (tpi) (50). La PCR
convencional no ha mostrado buenos resultados siendo superado por la microscopia, al parecer
la cantidad de quistes en heces también interviene dando falsos negativos (51). Protocolos de
RT-PCR Multiplex no sélo para identificar Giardia sino conjuntamente con el diagnostico de
E. histolytica, Cryptosporidium parvum han demostrado sensibilidades por encima del 90% y
especificidad que llegan al 100%, aunque no se han reportado limites de deteccion en las
muestras de heces. EIl gen blanco en estos ensayos ha sido el de la subunidad ribosomal 18S

rRNA, utilizando sondas fluorescentes (tecnologia Tagman 1) (52, 53).

2.2 Helmintos: Ascaris lumbricoides, uncinarias y Strongyloides stercoralis

2.2.1 Ascaris lumbricoides
2.2.1.1 Epidemiologia, ciclo de vida y cuadro clinico
Pertenece al grupo de nematodos caracterizados por que sus huevos necesitan permanecer en

el suelo ya sea con humedad y/o calor para poder ser infectivos. Se estima que
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aproximadamente 1 billon de personas estan infectadas alrededor del mundo con éste helminto
y en Ecuador hasta el 63% de personas estarian infestadas especialmente en areas tropicales y
rurales (54).

Para adquirir la infeccion las personas deben ingerir los huevos infectivos, ya dentro del
intestino liberar una larva que atraviesa la pared intestinal y pasando por higado llega a los
pulmones, antes de pasar a la epiglotis las larvas son deglutidas para ingresar nuevamente al
aparato gastrointestinal y convertirse en adultos capaces de producir huevos para ser
eliminados con las heces al suelo completando asi el ciclo. Este proceso desde la ingestion de

los huevos hasta el estadio de adultos puede durar entre 9-11 semanas (10).

En general la infeccion crénica por nematodos en nifios se ha asociado a patologias como
malnutricidn, retardo del crecimiento, retardo intelectual, déficit cognitivo, casos aislados de
apendicitis y colangitis por obstruccion mecanica. Mientras que una infeccién aguda puede

causar sintomas debido a la migracion larvaria como una neumonitis (55).

2.2.2 Uncinarias

2.2.2.1 Epidemiologia, ciclo de vida y cuadro clinico

Necator americano y Ancylostoma duodenal son los 2 géneros de uncinarias que infestan al

humano, aproximadamente unas 700 millones de personas estan infestadas alrededor del
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mundo, en Ecuador por medio de microscopia se han encontrado prevalencias variadas entre
24.1% en la Amazonia mientras que en la region Costa en Guayas 0.6% y en Esmeraldas

2.3% (35, 54)

Similar a lo que sucede con A. lumbricoides, los huevos de las uncinarias dependen del suelo
para su desarrollo en el cual eclosionan para liberar una larva de primer estadio, ésta muda dos
veces hasta llegar al tercer estadio el cual es el infectivo, no se alimenta, es muy motil y busca
contacto con la piel de su futuro hospedero la cual es penetrada hasta llegar a las vénulas
subcutaneas y vasos linfaticos asi alcanzar la circulacion general llegando a los capilares
pulmonares donde son atrapadas, ingresan a los pulmones, llegan a la epiglotis y migran al
aparato gastrointestinal. Cerca de 5 a 9 semanas son necesarias para llegar al estadio adulto

capaz de eliminar huevos desde su contacto con la piel (55).

Entre las principales complicaciones de la infestacién por uncinarias es la pérdida de sangre
por el tracto gastrointestinal, especialmente del intestino delgado causando anemia por
deficiencia de hierro no sélo en nifios sino también en mujeres embarazadas, mientras que en

personas adultas se la ha asociado a una malnutricion hipoproteica (56).

2.2.3 Diagnostico de Ascaris lumbricoides y uncinarias

Técnicas como el Kato-Katz son recomendadas por la OMS para la evaluacion de la

intensidad de la infeccion por helmintos, especialmente en estudios de campo por su facilidad
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para realizarlo y su bajo costo. Se utiliza aproximadamente 41.7mg de heces por muestra para
ser observada al microscopio luego de lo cual se puede obtener un estimado del numero de
huevos presentes por gramo de heces (hpg), multiplicando el contaje de huevos por una
constante de 24.000, lo que permite estratificar la intensidad de la infeccion en leve, moderada

y severa como se demuestra en la Tabla2 (57).

Tabla 2. Clasificacion de la intensidad de la infeccidén segiin OMS por medio del Kato-Katz.

Baja intensidad Moderada Severa intensidad
(hpo)* intensidad (hpg) (hpo)
A. lumbricoides 1-4.999 5.000-49.999 > 50000
T. trichiura 1-999 1000-9.999 >10.000
uncinarias 1-1.999 2.000 — 3.999 >4.000

*hpg: huevos por gramo de heces

Se ha evaluado la eficacia del Kato-Katz en areas endémicas encontrando para A. lumbricoides
una sensibilidad y especificidad que supera el 96% con s6lo una muestra, mientras que para
uncinarias una sensibilidad del 62% con una especificidad que llega al 93.8% (58), lo
contrario ocurre en areas no endémicas donde las personas tienen una eliminacion de huevos
de leve intensidad, demostrando la necesidad de recolectar 3 muestras consecutivas para
alcanzar buenos resultados, es mas el diagnostico de uncinarias en estos pacientes se observan
sensibilidades menores al 20% (59). Los factores que se asocian a estos resultados son la
variacion dia a dia en la eliminacion de huevos, la identificacion erronea por parte del técnico
no entrenado y en el caso de los huevos de uncinarias su rapida desintegracion (60) y con
respecto a la técnica la escaza colaboracion de las personas para recolectar las 3 muestras

consecutivas.
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2.24 PCRy PCR en tiempo real

Existen pocos estudios sobre PCR en el diagndstico de helmintos, se ha desarrollado técnicas
basadas en el PCR en tiempo real (multiplex) para la identificacion conjunta de helmintos y
protozoarios en muestras de heces provenientes de personas con sintomas gastrointestinales,
presentando una especificidad cercana al 100% y una sensibilidad del 80%, teniendo como
gen blanco para Ascaris lumbricoides a la region interna transcrita 1 del ADN ribosomal
(rDNA), por medio de tecnologia Tagman 1 con sondas marcadas (33, 61).

La incapacidad de poder distinguir solo con la observacion de huevos por la microscopia el
tipo de uncinaria ya sea Ancylostoma duodenal, Necator americanus o Oesophagostomum
bifurcum, éste Gltimo una rara zoonosis en Africa, ha propiciado el desarrollo de nuevas
técnicas como el coprocultivo en busca de larvas L3 para su diferenciacion, sin embargo esta
técnica es laboriosa, demorada, requiere heces frescas y técnicos experimentados. EI PCR
permite diferenciar las tres especies amplificando la region interna transcrita 2, del 1TS-2, del
ADN ribosomal, demostrando buenos resultados (62). Un ITS es una secuencia conservada no
codificante que separa las secuencias codificantes de las subunidades ribosomales, 18S, 5.8S y
28S en el caso de células eucariotas, éstas secuencias ITS son eliminadas cuando el pre-RNA

es procesado para formar un RNA maduro (79).

2.2.5 Strongyloides stercoralis

2.2.5.1 Epidemiologia, ciclo de vida y cuadro clinico
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Se encuentra dentro de los helmintos que cumple una fase de su ciclo biologico en el suelo, se
trata de un nematodo que afecta entre 70-100 millones de personas, en Ecuador se ha
reportado una prevalencia del 0.7% en nifios indigenas por medio de la microscopia (18).
Existen 2 especies de Strongyloides: S. stercoralis y S. fuelleborni, de éste dltimo los
primeros casos fueron descritos en Papua New Guinea y de manera aislada en Africa, a
diferencia de S. stercoralis quien posee una amplia distribucion geogréafica (63).

Dentro de su ciclo de vida, solo los parasitos hembras se encuentran en el hospedero dentro de
la submucosa del duodeno produciendo docenas de huevos embrionados al dia, éstos
eclosionan dentro del lumen intestinal produciendo larvas en primer estadio que son
eliminadas con las heces, en el ambiente se desarrollan ya sea en larva de tercer estadio o
adultos machos o hembras. De manera alternativa algunas larvas adn dentro del lumen
intestinal pueden desarrollarse a larvas de tercer estadio (sin necesidad de tomar contacto con
el suelo) conduciendo a la reinfeccion atravesando la mucosa intestinal o piel perianal,
llevando a una infeccion croénica. Las larvas que se desarrollan en el ambiente y los adultos de
vida libre se reproducen de manera sexual produciendo larvas de tercer estadio que son
infectantes y una vez que toman contacto con la piel del hospedero la atraviesan alcanzando la
circulacion mayor llegando a pulmones y vias respiratorias para luego ser deglutidas y
finalmente llegar al intestino delgado donde maduran en parésitos adultos hembras
productoras de huevos (64).

Entre las presentaciones clinicas se encuentra la infeccion intestinal cronica, autoinfeccion
asintomatica, autoinfeccion sintomatica y sindrome de hiperinfeccion con diseminacion. La

hiperinfeccion es la mas amenazante para la vida presentando tasas de mortalidad que llegan al
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78% en pacientes inmunocomprometidos que toman corticoides, personas con HIV, HTLV-1
y Linfoma (65).

2.2.5.2 Diagnéstico

Al momento no existe un método estandar para el diagnostico de Strongyloides sp., el cultivo
en agar en placa ha mostrado ser la técnica mas eficiente ya que puede identificar otros
parésitos como uncinarias y es necesario una escasa cantidad de muestra, sin embrago debido
a la necesidad de tener un laboratorio equipado, personal entrenado y el tiempo que lleva la
técnica ha sido un limitante para su empleo (66,67). EI método de Bearmann también es til y
eficiente para la identificacion de larvas aunque el cultivo sigue siendo el de mayor eficiencia
(68), métodos de concentracién en formol- éter aumenta la sensibilidad en la identificacién de
larvas, pero Kato-Katz o la observacién directa de heces en fresco tienen baja sensibilidad
(69). La eliminacién de manera intermitente de larvas de Strongyloides stercoralis ha llevado
a la recomendacion que se recolecten hasta 7 muestras consecutivas para incrementar la
sensibilidad por medio de la microscopia (70,71).

2.2.5.3 PCR Yy PCR en tiempo real

El diagnostico de S. stercoralis por técnicas moleculares como el PCR en tiempo real ha
mostrando ciertas caracteristicas como un limite de deteccion bajo, una alta sensibilidad y
especificidad que llega al 100% y ser mas efectivo frente al método de sedimentacion de
Bearmann (72,73), el gen de la subunidad pequefia ribosomal 18S es el mas utilizado. EI RT-
PCR multiplex se ha ensayado presentando buenos resultados ya que no solamente se puede
identificar S. stercoralis sino de otros helmintos transmitidos por el suelo, su eficacia ha sido

evaluada comparando con la observacion de larvas en heces de manera directa (61).
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2.3 PCR en tiempo real, tecnologia Tagman

El analisis cualitativo y cuantitativo de secuenciad de ADN por medio del PCR en tiempo real
se ha convertido en una herramienta muy util en el estudio de microorganismos.

Esta técnica utiliza la actividad nucleasa 5' de la Taq polimerasa durante la fase de extension
en la PCR en tiempo real, ademas de utilizar una sonda de hibridacion marcada en sus dos
extremos con fluorocromos, el primero es el reportero, [FAM (i.e., 6 -carboxyfluores
cein) ysuespectro de emision es disminuido (quenched) por un segundo fluoréforo por
ejemplo TAMRA (i.e,, 6-carboxy-tetramethyl- rhodamine), ladegradacién
de la sonda de hibridacion por la nucleasa libera al primer fluoroforo de la inhibicién

produciendo un pico de emision fluorescente (74). fig. 1

Figura 1. PCR en tiempo real tecnologia Tagman 1, con sondas marcadas.
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Step 1 (continued): When bath dyes
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Step 2: During each extension
cycle, the AmpliTag Gold® DNA
polymerase cleaves the reporter
dye from the probe.

Step 3: After being separated from
the quencher, the reporter dye
emits its characteristic
fluorescence.
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3. Justificacion y objetivos

El diagndstico y la determinacion de la prevalencia de enfermedades infecciosas parasitarias
por lo general han sido determinadas por medio de técnicas microscopicas que por varios
afios se han considerado como el método de eleccidn en estudios de campo, sin embargo estas
presentan varios inconvenientes ya sea por factores inherentes a la técnica, el observador o a la
variacion bioldgica que cada parasito presenta dentro de su ciclo de vida, lo que ha conducido

a la busqueda de métodos mas eficientes.

El RT-PCR se ha mostrado como una alternativa presentando varias ventajas frente a métodos
convencionales. En Ecuador no se han realizado estudios de prevalencia de parasitos por
medio de técnicas moleculares, ni tampoco se ha evaluado su eficiencia en pacientes con
infecciones parasitarias de leve intensidad. En el presente estudio se analizaran muestras de

heces humanas en busca de parasitos por medio de PCR en tiempo real.
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3.1 Objetivo General

Determinar la prevalencia de 5 parasitos intestinales en un area del trépico ecuatoriano por

medio del PCR en tiempo Real y compararla con métodos microscopicos

3.1.1 Objetivos especificos:

e Determinar la prevalencia de 2 protozoarios intestinales, Entamoeba histolyticay
Giardia intestinalis utilizando PCR en tiempo real.

e Determinar la prevalencia de helmintos transmitidos por el suelo, Ascaris
lumbricoides, uncinarias y Strongyloides stercoralis por medio del PCR en tiempo
real.

e Establecer la eficacia del PCR en tiempo real en cuanto a sensibilidad y especificidad

en un area de infecciones parasitarias de baja intensidad.
4. Hipotesis

e La prevalencia de pardsitos intestinales determinada por PCR en tiempo real es
diferente a la reportada por medio de la microscopia.
e La sensibilidad del PCR en tiempo Real para la identificacion de parasitosis

intestinales es superior a las técnicas microscopicas.
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5. Poblacion, materiales y métodos

Poblacion: EIl presente estudio fue realizado en Ecuador, Provincia de Esmeraldas, canton
Quinindé, parroquia Rosa Zarate, segun datos del INEC con una poblacion de 67.259
personas, se encuentra ubicado en el centro norte del pais ubicado a 0.33° norte latitud, 79.47°
Oeste longitud y sobre 176 metros altitud por encima del nivel del mar, con un clima calido
que llega a los 28 grados centigrados de temperatura promedio, algunas zonas no cuentan con
agua potable o alcantarillado. Se tomaron en cuenta las muestras de heces provenientes de
mujeres embarazadas y durante el parto quienes se encuentran reclutados en la cohorte de
nacimientos, ECUAVIDA. El estudio fue aprobado por los comités de bioética de la
Universidad San francisco de Quito, Hospital Pedro Vicente Maldonado y St George's

University of London.

Muestras: Se recolectaron 3 muestras consecutivas que se sometieron al analisis
microscopico, el mismo que se lo hizo en tres fases: 1) analisis microscopico directo, luego de
colocar una gota de solucion salina en el centro de la placa porta objetos se tomo una pequefia
porcion de heces (2 mg), se coloca un cubreobjetos para observar al microscopio, 2) Kato-
Katz, protocolo recomendado por la OMS para deteccion y cuantificacion de huevos de
geohelmintos y 3) analisis de concentrado fecal por el método de la técnica formol-ether.
Ademaés de lo anotado las muestras de heces se sometid al cultivo en carbon activado dentro
de una caja petri, para permitir el desarrollo de larvas adicionando 0.5gr de heces con un

periodo de incubacion entre 7 y 14 dias a una temperatura de 25 a 30 °C, luego de lo cual se
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procedia a observar larvas en la tapa de la caja petri. Una alicuota adicional se almacené a —

20 °C para extraccion de ADN y ensayos de PCR en Tiempo Real.

Extraccion de ADN: La extraccion de ADN gendmico de heces se realizd con el kit
FastDNA® SPIN Kit for Soil, brevemente, a un tubo con PBS buffer se adiciond 250 mg de
heces junto con una matriz de silica y ceramica para luego ser sometidos a movimientos de 60
metros/segundo durante 40 segundos en el FastPrep® Instrument, luego de centrifugar el
tubo, al sobrenadante se adiciond la solucion de precipitacion de proteinas y nuevamente se
centrifugd, nuevamente al sobrenadante producido se adiciond solucion matriz con silica para
precipitar el ADN, a ésta suspension se lo transfirié a una columna filtro (SPIN) y resuspendid
el ADN en agua destilada. Por cada grupo de 15 muestras sometidas a extraccion se realiz6 un
control negativo (sin heces) para comprobar la existencia de contaminacion cruzada. La
medicion de la cantidad y calidad del ADN se realizo por medio de NanoDrop 1000
spectrophometer.

PCR en tiempo real: Se utilizd un equipo 7500 Fast Real-Time PCR, el protocolo de
amplificacion, brevemente, para cada muestra se utilizd 20 pl de Master mix que contenia:
Fast Start 10ul (FastStart Taqg DNA polimerasa, buffer, deoxynucleotido trifosfatos [ANTPs] y
MgCI2 a una concentracién final de 3.2 mM ), 0.02 ul de primer forward (900 uM ) y reverse
(900 puM ), 0.05 pl de la Sonda, 6.91ul de agua y 3ul de ADN vy para las reacciones de los
estandar se utilizd 1 ul de DNA control, al estandar se realizé 7 diluciones partiendo de la
dilucion master de 1:10. Para el analisis de Ct se tomo como limite superior de 38 ciclos como
referencia para clasificarlos dentro de muestras positivas. Primers y sondas se sintetizaron

segun las secuencias de genes blancos presentadas en la Tabla 3.
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Tabla 3. Sondas y primers utilizados con sus respectivos gen blancos, para Entamoeba
histolytica, Giardia intestinalis, Ascaris lumbricoides, Necator americanus, Ancylostoma
duodenale y Strongyloides stercoralis.

PARASITO GEN PRIMER FORWARD, SECUENCIAS
BLANCO  REVERSE Y SONDA
E. histo Forw (1974-2001)  5-GTTTGTATTAGTACAAAATGGCCAATTC
Entamoeba 18S rRNA  E. histo Rev (2026-2049) 5-TCGTGGCATCCTAACTCACTTAGA
histolytica E.histo-probe (2005-2024)  FAM-5'-CAATGAATTGAGAAATGACA-3'-MGB-
NFQ
GlambFWD 5'- CATGCATGCCCGCTCA
Giardia intestinalis | 16S rRNA | GlambREV. 5-AGCGGTGTCCGGCTAGC
Glambprobe FAM -5'- AGGACAACGGTTGCAC- 3-MGB-NFQ
ALITS FWD (32-57) 5-TGCACATAAGTACTATTTGCGCGTAT-3'
Ascaris lumbricoides ITSI  ALITSREV (113-97) 5-CCGCCGACTGCTATTACATCA-3'
ALITS Probe (62-78) FAM-5'-GAGCCACATAGTAAATT-3-MGB-NFQ
NASSF (58-79) 5-CTGTTTGTCGAACGGTACTTGC-3'
Necator americanus ITS2 Nal58R (138-158) 5-ATAACAGCGTGCACATGTTGC-3'
NaProbe (81-100) FAM-5'-CTGTACTACGCATTGTATAC-3-MGB-
NFQ
Ad125F (642-664) 5-GAATGACAGCAAACTCGTTGTTG-3'
Ancylostoma ITS2  Ad195R (714-693) 5-ATACTAGCCACTGCCGAAACGT-3'
Duodenale Ad155MGB (674-691) FAM-5-ATCGTTTACCGACTTTAG-3-MGB-NFQ
Stro18S-1530F (1485-1512) 5-GAATTCCAAGTAAACGTAAGTCATTAGC-3'
Strongyloides 18S rRNA | Stro18S-1630R (1585- 5-TGCCTCTGGATATTGCTCAGTTC-3’

stercoralis

1563)
Stro18S-1586T (1541-1559)

FAM-5'-ACACACCGGCCGTCGCTGC-3'-MGB-
NFQ

Analisis. Para el analisis de prevalencia de protozoarios (Entamoeba histolytica y Giardia

intestinalis) se tomG como criterios de inclusion que la misma muestra haya sido sometida a

un examen en fresco, concentrado y PCR en tiempo real, mientras que para Ascaris

lumbricoides, Necator americanus, Ancylostoma duodenal las muestras debieron ser
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sometidas a Kato-Katz, concentrado y cultivo, éste ultimo para uncinarias y en el caso de
Strongyloides stercoralis que las muestras sean sometidas a concentrado y cultivo. Para el
analisis de sensibilidad, especificidad e indice kappa se tomé como pruebas de referencia a lo
siguiente: Giardia intestinalis: concentrado + fresco, Ascaris lumbricoides: Kato-Katz +
concentrado, Uncinarias: Kato-Katz + concentrado + cultivo y Strongyloides stercoralis
concentrado + cultivo. Se utilizo el paquete estadistico SPSS versién 17, Chi cuadrado de
McNemar fue usado para comparar las proporciones obtenidas entre las dos técnicas,
microscopicas y RT-PCR. Ademas de obtener sensibilidad, especificidad, razén de

verosimilitud e indice Kappa. Un valor de p < 0.05 se establecié como significativo
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6. Resultados

6.1 Prevalencia protozoarios

De las 227 muestras recolectadas para el analisis, 156 (69%) cumplieron los criterios de
inclusion basadas en las pruebas diagnosticas para la investigacion de E. histolytica y Giardia
intestinalis

De las 156 muestras que se investigo el complejo E. histolytica/E dispar/E. moshkovskii, 29
(18.6%) resultaron positivas por medio del examen en fresco. En el examen por concentrado
17 muestras fueron positivas (10.9%), al combinar los dos métodos el numero detectado de
muestras positivas fue de 40 (25,6%) y por medio del RT-PCR se detectaron 2 muestras

positivas para E. histolytica. Figura 2.

Figura 2. Prevalencia de complejo E. histolytica/E dispar/E. moshkovskii por técnicas

microscopicas y E. histolytica por medio del RT-PCR en 156 muestras de heces.
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En cuanto a G. intestinalis de las 156 muestras analizadas, al combinar las dos técnicas
microscopicas se detectaron 8 casos positivos (5.1%). En los andlisis en fresco y concentrado,
se identificaron 3 y 5 muestras positivas respectivamente. En el analisis mediante RT-PCR se
detectaron un total de 8 casos positivos, que al parecer no son los mismos casos de los

hallados por microscopia Kappa=0.2. Figura 3 y Tabla 4

Figura 3. Prevalencia de G. intestinalis determinada por medio de microscopia y PCR en

tiempo real (RT-PCR) en 156 muestras de heces.
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* Porcentaje de muestras positivas para Giardia intestinalis por técnicas microscopicas
combinadas (directo mas concentrado) y RT-PCR. P>0.05

6.1.2 Helmintos

173 muestras cumplieron los criterios de inclusién para la investigacion de Ascaris

lumbricoides, las mismas que fueron sometidas a Kato-Katz en busca de huevos, el contaje de
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huevos en cada muestra de heces presentd un promedio de 332 huevos por gramo de heces
que corresponde a una infeccion de leve intensidad. EI nimero de personas consideradas como
positivas por medio de Kato-Katz para Ascaris lumbricoides en una placa fue de 33 (19%),
para 2 placas de 34 (19.5%) y en conjunto para Kato-Katz y concentrado fue de 40 (23.3%),
mientras que por medio del RT-PCR fueron 28 (16%) muestras positivas, 7% menos que las
técnicas combinadas, test de McNemar p>0.05. Sin embargo presenta una correlacion kappa

moderada entre pruebas. Figura 4.

Figura 4. Prevalencia de Ascaris lumbricoides por medio de 2 placas de Kato-Katz,
concentrado y PCR en tiempo real (RT-PCR) en 173 muestras de heces.
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En cuanto a uncinarias, 158 muestras cumplieron con los criterios de inclusion. De estas, 2
fueron positivas tanto la analisis concentrado y al Kato-Katz, sin embargo los casos positivos
fueron de diferentes sujetos por lo que se incrementa su nimero al combinar las dos técnicas,

dando 4 casos positivos. Por medio del PCR en tiempo real se encontré6 3 muestras positivas,
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un valor inferior a lo observado con la combinacién de técnicas microscopicas, test de
McNemar p>0.05. En cuanto a la identificacion de la especie que es una de las ventajas
principales del PCR, 1 correspondié a Ancylostoma duodenale y 2 a Necator americano. Los

hallazgos del cultivo para uncinarias permanecieron negativos.

Figura 5. Prevalencia de uncinarias por medio de 2 placas de Kato-katz , concentrado, cultivo
y PCR en tiempo real (RT-PCR) en 158 muestras de heces.
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Para la identificacion de Strongyloides stercoralis 197 muestras completaron los criterios de
inclusion de las cuales el PCR en tiempo real detectd 8 (4.1%) muestras que las clasifico como
positivas siendo superior a las demas técnicas microscopicas, inclusive al cultivo quien
clasificd como positivas a 4 (2%) muestras, test de McNemar p>0.05. Tanto el Kato-Katz

como el concentrado de dos muestras no lograron identificar larvas. Figura 6.
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Figura 6. Prevalencia de Strongyloides Stercoralis determinada por concentrado, cultivo y

PCR en tiempo real (RT-PCR) en 197 muestras.
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6.2 Sensibilidad y especificidad del RT- PCR

Positivos

La sensibilidad obtenida por medio del PCR en tiempo real para los 4 parasitos G. intestinalis,

A. lumbricoides, uncinarias y S. stercoralis, oscila del

25%

al 55.5%, sin embargo la

especificidad supera en todos los parasitos el 94% cuando se lo compara con los “gold
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estandar” establecidos en el estudio; para Giardia intestinalis: concentrado + fresco, Ascaris

lumbricoides: Kato-Katz + concentrado, Uncinarias: Kato-Katz + concentrado + cultivo y

Strongyloides stercoralis concentrado + cultivo. De manera similar el indice de correlacién

Kappa para cada parasito son de caracteristicas débiles excepto para Ascaris lumbricoides que

es de correlacion moderada.

Tabla 4. Eficiencia del RT-PCR frente a técnicas microscopicas en 4 parasitos intestinales

PARASITO PCR EN TIEMPO REAL
S (%) E (%) VP + (%) VP — (%) RV+ RV- Kappa
1C.95% IC.95% 1C.95% IC.95% 1C.95% I1C.95%
Giardia 25 95,9 24 96 6.09 0.78 0,2
intestinalis
(18,2-31,8) (93-99) (19-32) (92-99) (1,4-25,8) (0,52-1,6)
A. lumbricoides 65 98,4 92 90 43 0.35 0,54
(57.9-72.1) (96,5-100) (85-100) (85-94) (10,7-174,2)  (0,23-0,54)
Uncinarias 25 98 11 98 19,2 0.76 0,2
(0,43-1,33)
(18,3-31,7) (96,1-99,9) (9-13) (96-100) (2,1-171,2)
S. stercoralis 25 96 14 98 6.8 0.78 0,3
(19-31) (93,3-98,7) (11-17) (96-100) (1,08- 43,6) (0,44-1,37)
S: sensibilidad, E: especificidad, VVP+: valor predictivo positivo, VP-: Valor predictivo negativo, RV+ Razon de

Verosimilitud positiva, RV-: Razdn de Verosimilitud negativa, I1C: intervalo de confianza al 95%
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7. Discusion de resultados

Técnicas moleculares como el PCR en tiempo real para el diagndstico de parasitos intestinales
ha sido ensayado en estudios previos (31, 33, 61, 72, 73), sin embargo no se ha reportado su
utilidad en estudios de campo en areas con una baja carga parasitaria y especialmente en el

Ecuador.

La prevalencia encontrada del 1,3% por medio del RT-PCR para Entamoeba histolytica es
similar a los hallazgos reportados anteriormente en Ecuador por un estudio determinado por
medio del cultivo y analisis de zimodemos (30), sugiriendo que en nuestro estudio el 24.3% de
lo observado por microscopia podrian corresponder a E. dispar/ E. moshkovskii. De ser asi, se
podria inferir que con los métodos microscopicos hay alta probabilidad de error diagnéstico y
tratamiento innecesario de las personas infectadas por protozoarios comensales. En cuanto a
Giardia intestinalis se encontré una prevalencia mayor con el RT-PCR frente al andlisis
microscopico directo y concentrado, pero el nimero de muestras positivas fueron similares al

RT-PCR cuando éstas se combinaron.

El RT-PCR detectd 4% de muestras positivas para Strongyloides stercoralis frente al 2%
detectada Unicamente por medio del cultivo, mientras que el concentrado y Kato-Katz no
fueron capaces de identificarlo, éstos resultados son similares a los observados por Steinmann
et. al. donde no encontro larvas de S. stercoralis por Kato-Katz o concentrado por formol-
eter (75), confirmando que no son las técnicas ideales para su identificacion. Se convierte en el

primer reporte de S. stercoralis por medio del cultivo y PCR en el Ecuador. Tanto para Ascaris
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lumbricoides como para uncinarias el RT-PCR fue inferior para clasificar como muestras
positivas frente a las técnicas microscépicas combinadas, ademas que no se observo desarrollo
de uncinarias en el cultivo pero si se observo huevos en el Kato-Katz y concentrado, esto
podria deberse a factores como el retardo en la siembra ya que los huevos de uncinarias son
labiles al ambiente y debe analizarse lo antes posible (59-60). Adicionalmente, la capacidad
de discriminacion entre especies fue una de las ventajas del RT-PCR como lo demuestra el
hallazgo de 2 pacientes con Necator americano y 1 con Ancylostoma duodenal convirtiéndose

en el primer reporte de una diferenciacion de género en Ecuador.

En cuanto a la sensibilidad del RT-PCR en todos los parésitos investigados se encontré un
nimero elevado de resultados falsos negativos; para G. intestinalis se encontré una
sensibilidad del 25%, esto concuerda con el estudio realizado por Schuurman et al. en el cual
reportd que el RT-PCR es inferior en cuanto a sensibilidad y especificidad, aunque no en la
misma magnitud, cuando se lo compara con técnicas microscopicas en fresco y concentrado
con formol-eter (76) sin embargo otros estudios demuestran lo contrario y el RT-PCR es
superior a las técnicas microscopicas (51-52). Los valores de sensibilidad encontrados para
HTS, A. lumbricoides, unicinarias y S. stercoralis, son del 65%, 25% y 25% respectivamente,
igualmente se encuentra un nimero elevado de resultados falsos negativos, estudios en los
cuales se evalua el RT-PCR para diagndstico de S. stercoralis y RT-PCR multiplex para HTS
han mostrado ser méas sensibles y especificos que las técnicas microscopicas, Kato-Katz y el
concentrado (61-63), sin embargo una razon para estos resultados de superioridad podria ser el
empleo de muestras de personas procedentes de areas endémicas y con alta carga parasitaria
que contrasta con nuestro estudio que es en un area de baja carga parasitaria; se ha demostrado

que la carga parasitaria influye en el rendimiento de los pruebas diagndésticas en especial los
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microscopicos (60) ya que los huevos, larvas o quistes no siempre estan presentes en heces, en
base a esto Goddard propuso su teoria hasta hoy no descartada, en la cual establece que la
intensidad de la infeccion incrementa con la prevalencia y la probabilidad de encontrar
huevos, larvas o quistes depende de la carga parasitaria, por lo tanto la sensibilidad de una
prueba diagndstica es proporcional a la prevalencia de la infeccion parasitaria (82), al
momento no se han reportado estudios sobre la utilidad del RT-PCR en poblaciones de baja
prevalencia o en sitios donde la desparasitacion es de manera periddica y que identifiquen los
factores que afectan su rendimiento, por lo tanto podriamos considerar que varios factores
podrian intervenir para encontrar resultados falsos negativos por el RT-PCR en nuestro estudio
como es 1) un patron de eliminacion intermitente de huevos, larvas, trofozoitos o quistes
como se observa en S. stercoralis, A. lumbricoides, uncinaria y G. intestinalis (44-46,81), 2) el
numero de formas parasitarias presentes en las heces por ejemplo, Oliveira y col. reportaron
gue en personas con una carga parasitaria de menor a 10 huevos por gramo de heces el PCR
no fue capaz de determinar la presencia de Schitosoma mansoni en un area de baja
prevalencia (83) y 3) otros factores como la presencia de inhibidores de la PCR, se sabe que
en heces existe una variedad de sustancias capaces de inhibir las reacciones de PCR como los
productos de descomposicion de hem, como la bilirrubina y sales biliares, a demas de
complejos de polisacaridos bacterianos (78), para superar estos inconvenientes se ha
implementado protocolos para disminuirlos como la utilizacion de kits de extraccion basados
en filtros y columnas (spin columns) que han demostrado una alternativa para obtener buenas
cantidades de ADN (79) y con bajos niveles de sustancias inhibitorias (80), en nuestro estudio
se utilizé el FastDNA® SPIN Kit for Soil que utiliza particulas de silica y ceramica junto con

filtros SPIN para la extraccion de ADN, lo que podria haber asegurado una buena calidad,


http://www.qbiogene.com/fastprep/soil.shtml
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cantidad de ADN y bajo contenido de inhibidores, sin embargo una debilidad fue el no
emplear un control de inhibicién para cada placa de reaccion de PCR que hubiera permitido

identificar la presencia de inhibidores (78).

La especificidad del RT-PCR supera el 96%, el VP- se encuentra por encima del 90% y RV+
que superan las 6 veces més, lo ubican al RT PCR como una prueba confirmatoria, en areas
como la de nuestro estudio donde no existe una prevalencia alta de los 5 parasitos
investigados, ya sea por mejores condiciones sanitarias o por la desparasitacion periddica, por
lo tanto se podria recomendar que ante una alta sospecha de enfermedad y que no se obtenga
resultados positivos por microscopia el siguiente paso seria recurrir a técnicas moleculares

como el RT-PCR.

8. Conclusiones y Recomendaciones

El PCR en tiempo real muestra muchas ventajas frente a otros test diagndsticos como los
microscopicos que dependen de muchos factores para ser reproducibles, sin embargo la falta
de estandarizacién en estudios de campo es un inconveniente que se presenta al querer
introducirlo como test que puede superar a los establecidos como pruebas de oro, su baja
sensibilidad en este estudio lo califica como un test no apto para tamizaje en pacientes con
baja intensidad de infeccidn, pero si para confirmarlas y (til en los casos de infecciones por E.
histolytica. La falta de un control interno para la identificacion de inhibidores de PCR estudios
de campo. Se recomienda que para futuros estudios de ésta técnica se debiera emplear
controles de inhibicion que ayudarian a verificar si existen o no en las muestras de ADN

provenientes de Heces.
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Tabla5: representacion de la posicion de cada muestra en los pocillos de la placa

del RT-PCR
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
STANDARD 1 STANDARD 2 STANDARD 3 STANDARD 4
STANDARD 5 STANDARD 6 STANDARD 7 NEGATIVE CONTROL
Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample Sample
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36




ANEXO B

Tabla 6: Tabla cruzada para Ascaris lumbricoides.

Prueba Kato-Katz + concentrado
RT-PCR Positivo Negativo Total
Positivo 26 2 28
Negativo 14 131 145

Total 40 133 173

Tabla7: Tabla cruzada para Giardia intestinalis

Prueba Fresco + concentrado
RT-PCR Positivo Negativo Total
Positivo 2 6 8
Negativo 6 142 148

total 8 148 156
Tabla 8: Tabla cruzada para Uncinarias

Prueba Kato-Katz + concentrado + cultivo
RT-PCR Positivo Negativo Total
Positivo 1 2 3
Negativo 3 152 155

Total 4 154 158

Tabla 9: Tabla cruzada para Strongyloides stercoralis

Prueba Concentrado + cultivo
RT-PCR Positivo Negativo Total
Positivo 1 7 8
Negativo 3 186 189

Total 4 193 197

43



