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RESUMEN

Introduccioén: entre los helmintos trasmitidos por el suelo contaminado se
encuentra Strongyloides stercoralis, cuyas caracteristicas bioldgicas complejas le
permiten desarrollarse al interior del hospedero mediante ciclos de autoinfeccion,
que conlleva al aumento de la carga parasitaria y el riesgo de desarrollo del
sindrome de hiperinfeccion y/o de diseminacion de este parasito. La
estrongiloidiasis es una enfermedad de dificil diagnéstico debido a la baja
excrecion parasitaria en las muestras de heces, tendencia a la cronicidad de la
infeccion y baja sensibilidad de las pruebas parasitoldgicas utilizadas de manera
rutinaria en la practica clinica. Los métodos de biologia molecular, basados en la
amplificacion en cadena de la polimerasa, han sido propuestos como alternativas
validas, confiables y rapidas para la deteccion de este nematodo, por tener la alta
sensibilidad, debido a la capacidad de detectar ADN del parasito en personas con
baja carga parasitaria, y no depender de la viabilidad del parasito para su

identificacion.



Objetivo: comparar la utilidad diagnostica de cuatro métodos convencionales de
diagnostico de la estrongiloidiasis y de una PCR tiempo real en muestras de
materia fecal de personas procedentes de zonas de Antioquia y Chocd con
diferente grado de riesgo de infeccidn para los helmintos intestinales.
Metodologia: se trata de un estudio de validacion de prueba diagnéstica, en el
cual se incluyeron muestras de 2 grupos de personas; habitantes de zonas rurales
y periurbanas de los departamentos de Choco, y residentes de una zona
periurbana del municipio de Medellin, Antioquia. Mediante una evaluacion ciega e
independiente de las muestras, se analizaron 129 muestras de materia fecal,
utilizando como prueba de referencia un conjunto de métodos de diagndstico
parasitolégico: examen directo de heces, concentracion de Ritchie modificado,
cultivo en placa de agar y el método de Harada-Mori, asi como la amplificacion del
gen 18S ARN ribosomal de S. stercoralis mediante PCR en tiempo real.
Finalmente, se compararon los resultados obtenidos y se determiné la validez, el
desemperio, la eficiencia global y la concordancia de la qPCR con respecto a los
datos obtenidos con los métodos convencionales para el diagnéstico de
estrongiloidiasis.

Resultados: de 129 muestras incluidas en la investigacion, 72 provenian de las
zonas rurales del Chocé, 19 de las zonas periurbanas del municipio de Quibdo, y
38 de la zona periurbana del municipio de Medellin. Del total de muestras
evaluadas mediante las técnicas parasitoldgicas tradicionales se detectaron cuatro
positivas para S. stercoralis, mientras que con la gPCR se detectaron 29 muestras
positivas. La qPCR presentd una sensibilidad diagnéstica de 75%, IC (20,07%-
100%), especificidad de 79,2% IC (71,68%-86,72%), valor predictivo positivo de
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10%, IC (0,0%-23,15%) valor predictivo negativo de 99%, IC (96,55%-100%)
cociente de probabilidad positivo 3,61, IC (1,86-6,98) cociente de probabilidad
negativo 0,32 IC (0,06-1,73) y un indice J de youden de 0,54. El indice Kappa
estimado entre la qPCR y los métodos tradicionales fue de 0,14 (1C95%=-0,016-
0,30).

Conclusiones y perspectivas: la qPCR evaluada para la deteccion de S.
stercoralis utilizando como prueba de referencia un conjunto de métodos de
diagnostico tradicional, en general presenté un desempefio, eficiencia vy
rendimiento bajo. La sensibilidad diagnéstica de la qPCR fue comparable a los
métodos parasitoldégicos convencionales, aunque presenta la ventaja de detectar
el parésito incluso en bajas concentraciones de ADN presente en la muestra. Sin
embargo, se debe lograr una mejor optimizacion de la técnica de extraccion de
ADN para la eliminacién de inhibidores de la amplificacion presentes en las
muestras de materia fecal, se debe estandarizar un protocolo de concentracion de
las formas parasitarias como un paso previo a la extraccion del ADN gendmico y
se debe mejorar la linealidad de la gPCR para que pueda ser aplicada como
método de diagndstico cuantitativo de S. stercoralis. Adicionalmente, se debe
complementar el andlisis actual, al evaluar el comportamiento de la prueba en un
namero mayor de pacientes y en diferentes contextos epidemiolégicos y clinicos,
adicionales a los evaluados en el presente estudio.

Palabras Clave: evaluacion, diagnostico, estrongiloidiasis, PCR en tiempo real,

sensibilidad, especificidad, examen directo de heces.



INTRODUCCION

Las parasitosis intestinales son un problema de salud publica en los paises en via
de desarrollo como Colombia, donde existen condiciones favorables para la
trasmision, tales como deficiencias en la prestacion de los servicios publicos,
hébitos higiénicos sanitarios inadecuados y baja escolaridad en gran parte de la
poblacion. Esta situacion se evidencio en la Encuesta Nacional de demografia y
salud ENDS 2010 (1), y en la ultima Investigacion Nacional de Morbilidad realizada
en 1981 por el Instituto Nacional de Salud, donde se encontré que el 81,8% de las
personas estaban infectados con parasitos intestinales y particularmente el 1,3%

tenia Strongyloides stercoralis (2).

S. stercoralis es un nematodo intestinal ampliamente distribuido en las zonas
tropicales y subtropicales del mundo, alcanza una prevalencia global entre 10-40%
en poblacion general (3). Este parasito geohelminto presenta un ciclo biolégico
complejo, el cual alterna entre fases de vida libre, vida parasita y ciclos de
autoinfeccion (4); especificamente para las fases de vida libre, requiere de
condiciones de temperatura entre 20°C y 37°C, siendo las temperaturas cercanas
a 34°C las que favorecen el desarrollo del estadio infectivo o L3, asi como
condiciones de alta humedad (5, 6). Estas condiciones ambientales convergen en
algunos casos con factores de riesgo que han sido asociados con una mayor
prevalencia de esta parasitosis en zonas calidas y humedas del mundo, tales
como la pobreza extrema, el fecalismo y la presencia de detritos organicos en el
suelo, favoreciendo el establecimiento de los estadios de vida libre y con ello la

permanencia de la infeccion (5). En Colombia existen regiones geograficas (6, 7),
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como la region Pacifica, que presentan las condiciones ambientales optimas
requeridas por el parasito para desarrollar su ciclo de vida, en consecuencia
aumentando la probabilidad de infeccion en la poblacion humana (5, 8). Diferentes
estudios han evidenciado la presencia del parasito en algunas zonas del pais (9,
10), es el caso de la investigacion ejecutada por Torres, et al., (11), en poblacién
infantil de Quibdd, Chocd, donde se encontro la presencia de este nematodo y una

elevada tasa de reinfeccion.

La trasmisién de esta parasitosis se da a través del contacto del hospedero
humano con el suelo contaminado con larvas filariformes o L3, que penetran la piel
intacta o las mucosas, hacen una migracion por los tejidos, que incluyen entre
otros, los pulmones y posteriormente la hembra partenogénica se establece en el
duodeno y el yeyuno a nivel de la mucosa intestinal en las Criptas de Lieberkiihn
(4, 12). Una caracteristica que hace unico a S. stercoralis al compararlo con otros
nematodos de importancia médica, es su capacidad de generar ciclos de
autoinfeccion (13). Esta condicion se asocia al sindrome de hiperinfeccién, que es
conocido como el proceso de autoinfeccion intensa, en el cual las larvas
rhabditiformes maduran a larvas filariformes en el intestino del hospedero y
contintan su ciclo de vida sin necesidad de contacto con el ambiente (14, 15).
Esta capacidad de autoinfeccion por parte del parasito, se ha encontrado
fuertemente relacionada con alteraciones de la respuesta inmune de tipo celular
por parte del hospedero, como ocurre en las coinfecciones con el virus linfotropico
de células T (Human T-lymphotropic virus 1 HTLV-1) y en los tratamientos

prolongados con corticosteriodes (16-18). Esto ha hecho que S. stercoralis se
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considere un parasito oportunista bajo estas condiciones clinicas, llevando al
desarrollo de complicaciones como la colecistitis, pancreatitis meningitis,
endocarditis y septicemia, que pueden ser fatales en este tipo de pacientes.
Aunque este tipo de complicaciones clinicas no son causadas directamente por el
parasito, sino por infecciones bacterianas potenciadas por la migracion larvaria,
son bastante probables pues el aumento de la carga parasitaria conlleva a una
mayor probabilidad de diseminacion de las larvas desde el intestino a través del

cuerpo (19).

La infeccion con S. stercoralis puede permanecer latente por periodos largos de
tiempo, sin que se presenten manifestaciones clinicas, y obviamente sin un
diagnostico etioldgico certero (19). En este sentido, los pacientes que son
sometidos a tratamientos prolongados con corticosteroides, se convierten en un
grupo de riesgo para el desarrollo del sindrome de hiperinfeccion y diseminacion,
en el caso especifico de tener una infeccion crénica no tratada, debido a que los
esteroides tienen la capacidad de reducir el numero de linfocitos Th2, el de
eosinofilos y varias interleucinas mediadoras de la respuesta inmune frente
parasitos, al igual que pueden estimular la maduracion de las larvas rhabditiformes
a filariformes e incrementar la fecundidad de las hembras partenogenéticas (3).
Estas condiciones clinicas justifican cualquier esfuerzo de diagnostico temprano y
certero de esta parasitosis, para evitar el riesgo de hiperinfeccion en pacientes
sometidos a terapia inmunosupresora o con coinfeccion por el virus linfotrépico de
células T, y asi garantizar la instauracion de un tratamiento efectivo que evite la

aparicion de complicaciones graves e incluso mortales en estos grupos de riesgo.



El diagndstico de la infeccion por S. stercoralis se basa fundamentalmente en la
identificacion de los estadios larvarios del parasito y éste puede efectuarse
mediante varios métodos, entre los que se encuentran el examen directo de heces
recién emitidas, la concentracion de Ritchie modificado, el aislamiento o cultivo en
placa de agar, y los métodos de separacion de larvas Harada-Mori y Baermann
(14), entre otros. El examen directo en heces es el que se utiliza de manera
rutinaria en los laboratorios clinicos, debido a la sencillez y rapidez que presenta el
procesamiento de las muestras. Sin embargo, en un metanalisis publicado
recientemente (Anexo 1) se demostrdé que esta prueba y el método de Ritchie
modificado, presentan bajo desempefio, eficiencia y baja seguridad diagndstica en
la deteccion de S. stercoralis, demostrando mediante este parametro la poca
capacidad de la prueba de predecir la presencia o ausencia de la infeccion (20),
mientras que los métodos de Baermann y el cultivo en placa de agar presentan
mayor utilidad diagnostica, aunque son mas laboriosos y en el caso del cultivo en
placa de agar, se requieren entre dos y siete dias para generar un resultado

confiable (21, 22).

Con el fin de mejorar el diagnoéstico de la estrongiloidiasis varios investigadores
han propuesto las técnicas de biologia molecular basadas en la amplificacion en
cadena de la polimerasa (PCR) como alternativas validas, confiables y rapidas
para la deteccion de este nematodo (23-30). En comparacion con las pruebas
tradicionales de diagndéstico parasitologico, los métodos moleculares presentan
ventajas, como la capacidad de detectar un escaso numero de formas parasitarias

y no depender de la viabilidad del parasito para su identificacion, al detectar



especificamente el material genético del helminto, incluso si se encuentra como
ADN libre en la muestra analizada (31). No obstante, al analizar con detalle la
mayoria de las técnicas de PCR desarrolladas hasta la fecha, se observa que
presentan algunas deficiencias asociadas a su evaluacibn como pruebas
diagnosticas de la estrongiloidiasis, debido a que solo pasaron por la fase de
estandarizacion de la técnica, al incluir exclusivamente muestras de materia fecal
provenientes de personas con diagndstico previo de estrongiloidiasis, con
sintomas gastrointestinales o solo de personas procedentes de zonas donde la
prevalencia de esta parasitosis es conocida como elevada. Ademas, solo se
encuentra reportada la validez interna de la prueba, omitiendo la valoracion de
otros parametros importantes en la toma de decisiones clinicas (32-34), tales
como el desempeiio expresado en la sensibilidad de la prueba y los valores
predictivos, asi como la eficiencia (que evidencia el porcentaje de pacientes
correctamente diagnosticados) y la seguridad diagnostica (que demuestra la

capacidad de la prueba para predecir la presencia o ausencia de infeccion) (35).

Sumado a lo anterior, se debe tener presente que la prevalencia de la infeccion
varia entre diferentes zonas y ésta puede modificar algunos pardmetros de la
evaluacion diagnéstica, por lo que resulta necesario analizar la utilidad diagnéstica
de las pruebas en diversos contextos (32, 34, 36), aun mas si se tiene en cuenta
que en Colombia no existen estudios de comparacion y evaluacion de pruebas
para diagnéstico de las parasitosis intestinales de importancia médica, no solo
para los métodos convencionales, sino para las pruebas moleculares, que puedan

mejorar la deteccidon de las parasitosis intestinales de dificil diagnostico. En este

10



sentido, el presente trabajo de investigacibn se propuso comparar la utilidad
diagnostica de cuatro métodos convencionales de diagnéstico de la
estrongiloidiasis y de una PCR en tiempo real para deteccion de S. stercoralis en
muestras de materia fecal procedentes de zonas de Antioquia y Chocd con

diferente grado de riesgo de infeccidn para los helmintos intestinales.

MATERIALES Y METODOS

El presente estudio es de validacion de prueba diagnostica. Los procedimientos
realizados no presentaron ningun riesgo, ya que durante su ejecucion se
cumplieron los principios éticos fundamentales que regulan la conducta ética,
regidos por ElI Cdédigo de Nuaremberg (1947), la Declaracion de Helsinki
(promulgada en 1964 y enmendada en Corea en 2008), y la norma nacional
008430 para la investigacion en salud. Ademas, conté con la aprobacién del

comité de investigacion en salud de la Universidad Pontificia Bolivariana.

El presente trabajo se desarroll6 en dos fases. Una inicial que consideré la
estandarizacion de un protocolo de PCR en tiempo real de tipo cualitativo, lo que
significa que permite solo la deteccidon de la presencia o ausencia de S. stercoralis
mediante el andlisis de ADN gendmico extraido de muestras de materia fecal por
la ampliacion de la secuencia parcial del gen 18S del ARN ribosomal usando
cebadores especificos para este parasito, y en la segunda fase de esta
investigacion se comparé la utilidad diagnostica de cuatro métodos

convencionales de diagndstico de la estrongiloidiasis y de dicha PCR en tiempo
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real para la deteccion de S. stercoralis en muestras de materia fecal de personas
habitantes de Antioquia y Choco.

1. PRIMERA FASE: ESTANDARIZACION DE LA PCR EN TIEMPO REAL

PARA LA DETECCION DE Strongyloides stercoralis

1.1 Controles positivos usados en las pruebas moleculares
Durante el proceso de estandarizacion y la fase de validacion de la qPCR, se
utilizaron 4 muestras de materia fecal, donadas por una institucion hospitalaria de
la ciudad de Medellin, en las cuales se determind la presencia de larvas
rhabditiformes de S. stercoralis mediante examen directo de heces, descartando
mediante este mismo método la presencia de otros parasitos intestinales
patbgenos o comensales. La muestra control positivo codificada en este estudio
como SF1 era procedente de un paciente con un sindrome de hiperinfeccion (un
indicador de ello es que al examen directo se podian observar varios estadios del
parasito); mientras que los controles positivos codificados como SF2, SF3 y SF4
aunque no procedian de pacientes con hiperinfeccion, tenian cargas parasitarias
altas, determinadas por la visualizacion de entre dos y cinco larvas por campo. A
estas muestras no se les adicion6 ningun tipo de preservante y se almacenaron a -

20°C hasta la extraccion de ADN gendmico.

1.2 Eleccién de un protocolo de extraccion de ADN gendmico a partir de
muestras de materia fecal

Aunque diferentes casas comerciales ofrecen estuches especificos para la

extraccion de ADN genomico a partir de muestras de materia fecal, en la fase
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inicial del presente estudio se realizd una revision de los articulos originales cuyo
objetivo habia sido la estandarizacién de protocolos para la deteccidén de parasitos
intestinales en muestras de materia fecal usando pruebas moleculares, y se
encontré que en la mayoria de ellos usaban protocolos de extraccion diferentes a
los ofrecidos de manera especifica para este propdsito por las casas comerciales
(26). En este sentido, para seleccionar un buen método de extraccion de ADN
gendmico, que permitiera la ejecucion del presente trabajo, se compararon dos
estuches comerciales encontrados ampliamente referenciados (24, 25, 28, 29, 37)
para propositos similares al del presente estudio: QlAamp DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN®, Hilden, Alemania) y QlAamp DNA Mini Kit (QIAGEN®, Hilden,
Alemania). Se realiz6 la extraccion independiente de ADN gendmico de las cuatro
muestras de materia fecal positivas para S. stercoralis, conservando las
condiciones de preservacion a -20°C hasta el momento justo en que se inicio el
proceso de extraccion, con el objetivo de comparar y seleccionar el método mas
eficiente en términos de calidad y cantidad del ADN extraido a partir de este tipo
de muestras. Para ambos métodos se realizd la extraccion a partir de 100mg de
materia fecal. El método comercial QlAamp DNA Stool se aplicé siguiendo las
recomendaciones de la casa fabricante y para el QlAamp DNA Mini Kit se
emplearon las modificaciones reportadas por Basuni, et al., (26), que sugieren la
adicion de 200ul de PBS (pH 7,2) al 2% de polyvinylpolypyrolidone (PVPP; Sigma,
Steinheim, Alemania) y la incubacion de la muestra a 100°C durante 10 minutos,
después de este tratamiento se adiciond 200 pl de buffer de lisis suministrado en
el kit de extraccion (ATL) y 40 pl de Proteinasa K a la mezcla y se incubo a 56°C

durante toda la noche, posteriormente se aplico el protocolo como lo especifica el
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fabricante. Cada muestra (control positivo) fue extraida por triplicado empleando
las mismas condiciones en cada protocolo utilizado. Para verificar la concentracion
de ADN (ng/ul) y el indice de pureza (A260/A280) obtenidos en cada uno de los
ensayos, el ADN obtenido fue analizado en el equipo NanoDrop 2000c® (Thermo
Scientific, USA), y a partir de dichos datos se calcularon promedios y desviaciones
estandar (DE) para la concentracion de ADN obtenida y el indice de pureza de
cada método de extraccidbn por separado y se realizé analisis estadistico
empleando el software SPSS version 21. Adicionalmente, se realizaron diluciones
en base 10 a una de las muestras extraidas con cada protocolo para determinar la
presencia de inhibidores de la PCR, mediante la comparacion de los valores de Ct
obtenidos, tanto para la deteccion molecular del parasito como para el control
positivo interno (IPC) usado en el protocolo de PCR en tiempo real (ver

descripcién a continuacion).

1.3 Andlisis de la especificidad analitica in silico y mediante PCR
convencional de los cebadores elegidos para la amplificacién del gen
18S del ARN ribosomal

Para la amplificacion especifica del gen 18S del ARN ribosomal de S. stercoralis
se empled un par de cebadores reportados por Verweij, et al., (24) (Tabla 1). Para
la seleccién inicial de estos cebadores se consider6 el hecho de su aplicacién en
distintas zonas geograficas e incluso su incorporacion en un método pentaplex de
PCR en tiempo real para deteccion de geohelmintos, lo que de alguna manera
sugeria la especificidad de los cebadores y la ausencia de reacciones cruzadas

con otros parasitos, que también son de alta importancia en nuestro medio, como
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son uncinarias (Ancylostoma duodenale/Necator americanus) Yy Ascaris
lumbricoides (26). Adicionalmente, la especificidad de los cebadores se verifico
mediante varias herramientas bioinforméticas y con procedimientos de laboratorio,
tal como se explica a continuacion. Inicialmente se llevé a cabo un andlisis de
identidad de las secuencias de los cebadores usando el programa Nucle6tide-
BLAST® (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI), posteriormente se efectud el
andlisis de la calidad del disefio de estos en el software Oligoanalyser 3.1
(Integrated DNA Technologies, Inc), seguido de una simulacién de amplificacion

mediante una PCR electrénica en el software FastPCR 6.5, (PCR in silico).

Previo a la implementacion del procedimiento de PCR en tiempo real, se realizo
una PCR convencional en el termociclador T100™ (Thermal Cycler, de BIO-RAD,
USA), amplificando los controles positivos descritos anteriormente con el objetivo
de verificar el tamafio del amplicén y obtener un producto de PCR purificado para
realizar secuenciacion bidireccional. Las condiciones de la PCR se emplearon
como las describen Basuni, et al., (19), aplicando algunas modificaciones en los
parametros de concentracion final de los cebadores (200nM) y con la disminucién
del nimero de ciclos de 50 a 35. El producto de amplificacién por PCR de los
cuatro controles positivos fue enviado para secuenciacion bidireccional en
MACROGEN USA (Maryland, USA). Las secuencias obtenidas fueron editadas en
el software Chromas Lite versidon 2.1.1 y alineadas en el programa BioEdit
(Biological Sequence Alignment Editor) version 7.1.9, posteriormente se determiné

el porcentaje de identidad al comparar las secuencias de S. stercoralis obtenidas
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de los controles positivos frente a las secuencias reportadas en el NCBI mediante

un andlisis BLASTn.

1.4 Amplificacion del gen 18S de la subunidad pequefia de ARN ribosomal
mediante qPCR y evaluacion de la sensibilidad y especificidad
analitica

En la qPCR se usaron los cebadores descritos previamente para la amplificacion
del gen 18S del ARN ribosomal de S. stercoralis y una sonda TagMan (Custom
TagMan® MGB Probes, Applied Biosystems®, USA) con una secuencia de 19
nucledtidos especifica para S. stercoralis, marcada con FAM™ vy descrita por
Basuni, et al., (26) empleando el kit comercial de Applied Biosystems® TagMan®
Universal PCR Master Mix siguiendo las recomendaciones del fabricante. Para la
optimizacién de los pardmetros de la qPCR para diagnéstico de S. stercoralis se
realizaron modificaciones utilizando gradientes de concentracion para los
cebadores y para la sonda. Para mejorar el rendimiento de la amplificacién se
adiciondé Albumina de suero bovino (Thermo Scientific Bovine Serum Albumin,
BSA) y Dimetil Sulfoxido (DMSO) a una concentracion final de 0,21mg/ml y 1%,
respectivamente. Adicionalmente en todas la pruebas se introdujo un ADN
exdégeno o IPC (TagMan® Exogenous Internal Positive control, Applied
Biosystems®, USA) como control positivo interno de la reaccién con el fin de
evaluar la presencia de inhibidores en las muestras de materia fecal, mientras que
el control negativo utilizado fue agua ultrapura. El proceso de optimizacion de la
gPCR para la deteccion de S. stercoralis se llevo a cabo en el termociclador ABI

Applied Biosystem 7500 fast (Applied Biosystem, USA).
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Para la estimacion de la sensibilidad analitica, a partir de una muestra de materia
fecal positiva para S. stercoralis e identificada previamente mediante el método de
Ritchie modificado, se realizd un cultivo en placa de agar con el fin de obtener
estadios larvarios del parasito. Después de evaluar la positividad del cultivo
usando un estereomicroscopio, se realiz6 un lavado de la superficie de la placa de
agar con PBS (Phosphate buffered saline) pH7 y se llevé a cabo el recuento de
larvas en una camara UniSYSTEM™ SLIDE-10 (Thermo Fisher Scientific Inc,
USA). Posteriormente fue retirada la muestra de cada pozo que contenia una
larva, dos larvas y cuatro larvas, y cada una fue depositada en un vial de 1,5 mL
para la extraccion de ADN, verificando mediante visualizacibn microscoépica la
trasferencia de las larvas a cada vial. El producto de la extraccion fue cuantificado
en el NanoDrop 2000c® (Thermo Scientific, USA) y a partir de la muestra con
cuatro larvas de S. stercoralis con la concentracion de ADN 2,6ng/ul, se realizaron
diluciones seriadas en base 10. Finalmente para cada concentracion de ADN se
realizaron 4 repeticiones de gPCR, para evaluar la reproducibilidad de los

ensayos.

En la determinacién de la especificidad analitica de la qPCR disefiada para la
deteccién de S. stercoralis se evalud la existencia de reacciones cruzadas con
otros parasitos intestinales, mediante el procesamiento un grupo de 16 muestras
de materia fecal caracterizadas mediante deteccion microscopica, empleando
coprologico directo y concentracion de Ritchie modificada. Se seleccionaron

muestras que contenian geohelmintos y se procesaron mediante qPCR muestras
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positivas para Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Ancylostoma
duodenale/Necator americanus y para Hymenolepis nana. Asimismo, se determiné
la reactividad cruzada con Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, Entamoeba
hartmanni, Giardia intestinalis e lodamoeba bitschlii. También se emplearon
muestras con poliparasitismo por A. lumbricoides, T. trichiura, A. duodenale/N.
americanus e H. nana y algunos otros protozoos patdgenos y comensales. Se

realizaron 3 repeticiones de este ensayo.

1.5 Determinacion de la reproducibilidad de la gPCR
Para determinar la eficiencia de la reaccion de gPCR vy verificar la linealidad del
método (con el fin de evaluar su potencial como método cuantitativo) se construy6
una curva estandar, a partir de una muestra de ADN genomico obtenido de una
muestras de materia fecal, realizando diluciones seriadas en base 10 a partir de
una concentracion de ADN de 24,8 ng/pL hasta 2,48x101> ng/uL, se realizaron
tres replicas por dilucién en la misma reaccion de gPCR, y se determin6 el
coeficiente de determinacion (R?) y la eficiencia de la prueba, con el software 7500
fast v2.0.5 (ABI Applied Biosystem, USA), ademas se verifico dicho calculo usando

el programa SPSS version 21 (40).

Para evaluar la reproducibilidad se emplearon las mismas diluciones en base 10
descritas anteriormente, y se realizaron 3 reacciones de gPCR en un mismo dia
para determinar la reproducibilidad intra-ensayo, y en 3 dias diferentes para
comprobar la reproducibilidad inter-ensayo. Los productos amplificados mediante

gPCR en uno de los ensayos fueron analizados en una electroforesis en gel de
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agarosa al 2% y Gelred (Thermo Scientific, USA) para la visualizacion de las

bandas de ADN, con el fin de verificar la presencia del producto de PCR esperado.

2. SEGUNDA FASE: COMPARACION DE LA UTILIDAD DIAGNOSTICA DE
CUATRO METODOS CONVENCIONALES DE DIAGNOSTICO DE LA
ESTRONGILOIDIASIS Y DE LA PCR EN TIEMPO REAL PARA LA
DETECCION DE S. stercoralis

2.1 Poblacion de estudio para la comparacion de la utilidad diagndéstica de

las pruebas en estudio

La seleccion de los participantes para esta fase de la investigacion, se realizd
mediante un muestreo por conveniencia. Para esto se determin6 como tamafio
minimo de la muestra, un namero de 100 personas, 50 habitantes de zonas
rurales del Chocdé y 50 personas de las zonas rurales y periurbanas del
departamento del Choco y del departamento de Antioquia. Estas condiciones se
tuvieron en cuenta con el fin de tener una primera aproximacion al proceso de
validacion de la gPCR en un espectro apropiado de pacientes, similares a aquellos

en los que se aplicaria la prueba en la practica clinica.

La poblacion gue constituyd los grupos para la evaluacion de la prueba de gPCR
fue conformada por individuos mayores de edad, de ambos géneros, habitantes
por mas de un afio en las zonas seleccionadas, que desearon participar
libremente en el estudio, y que firmaron el consentimiento informado, los cuales se
distribuyeron en dos grupos de participantes. Se incluyeron a todos los individuos
adultos que cumplieron con los criterios de inclusion previamente establecidos y

gue desearon participar en el estudio.
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El primer grupo, fue conformado por personas residentes en zonas rurales del
departamento del Choco, especificamente las comunidades indigenas Emberé del
kilometro 18 y 20 de la carretera Quibd6-Medellin, en donde habitaban cerca de
80 familias indigenas que no contaban con acceso a agua potable ni tampoco con
un sistema de disposicion de excretas. De igual manera, fueron incluidos
participantes de las veredas de El consuelo y Quebrada bonita del municipio de
Carmen de Atrato, Chocé, zona que presentaba las mismas caracteristicas, es
decir, comunidades indigenas y afrocolombianas, habitantes de zonas rurales del

Chocé, quienes no contaban con una red de servicios sanitarios (Figura 1).

El segundo grupo estuvo conformado por individuos residentes de barrios
periféricos o de las zonas periurbanas de las cabeceras municipales de Quibdé y
de Medellin (Barrio Versalles Il y La Cruz ), donde contaban con algunos servicios
de saneamiento basico, como son agua que llega por tuberias y disposicion de

excretas (Figura 1).

A cada persona que aceptd participar de este estudio y firmo6 el consentimiento
informado se le realizO una encuesta para la exploracibn de variables
epidemiologicas y condiciones higiénico-sanitarias, esta fue disefiada con una
redaccion clara y coherente, sin condicionar las respuestas de los participantes.
Antes de la aplicacion de la encuesta a los participantes se realizO una prueba

piloto para probar el disefio de dicha encuesta. Los datos obtenidos fueron
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consignados en hojas de célculo de Excel (Microsoft Excel, 2010), para su

posterior analisis.

2.2 Descripcion de los métodos parasitoldgicos tradicionales empleados
como patron de referencia
Para garantizar la fiabilidad y la validez en los resultados obtenidos en cuanto a la
lectura de los diferentes métodos de diagndéstico parasitoldgico y para disminuir el
error en la medicion debido a la variabilidad en las observaciones, se estimo6 la
magnitud de la variabilidad inter-observador, mediante un estudio de
concordancia, que permiti6 medir la fuerza de la correlacion entre los dos
observadores implicados en la lectura de las muestras de materia fecal (38, 39).
Para tal fin se recolectaron 44 muestras de materia fecal de personas residentes
en el barrio La Cruz, ubicado en la zona nororiental del municipio de Medellin.
Cada muestra fue procesada por dos observadores de manera independiente,
analizando un montaje diferente de cada una de las muestras, tanto para el
examen directo de heces como para la concentraciéon de Ritchie modificado y para
el cultivo en placa de agar. Los resultados del analisis parasitolégico de las
muestras por cada método y por evaluador de manera individual, fueron
exportadas a SPSS version 21 (40) y Epidat version 3.1 (41) para el analisis de los
datos mediante la determinacion del indice Kappa no ponderado, comparando los
resultados obtenidos por cada observador, en cada una de las pruebas por

separado.
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Ante la ausencia de un Unico método de diagndstico que se pueda emplear como
prueba de referencia para la deteccién de S. stercoralis, la muestra de materia
fecal de cada individuo que participd en el estudio de validacién de la gPCR se
analiz6 utilizando cuatro métodos parasitologicos recomendados por la
Organizacion Mundial de la Salud (42). La combinacion de diferentes métodos
convencionales de diagndstico, permiti6 obtener mayor seguridad en los
resultados de las muestras analizadas, por lo que la prueba de referencia la
constituyé el conjunto de métodos de diagnéstico tradicional conformado por:
examen directo de heces (coproldgico), método de concentracién formalina-eter
(Técnica de Ritchie modificada), cultivo en placa de agar y el método de Harada-
Mori, cuyos fundamentos y procedimientos se describen a continuacion. Una
muestra se clasific6 como positiva para estrongiloidiasis si el parasito era
detectado por al menos uno de los cuatro métodos de diagndéstico tradicionales
gue se aplicaron en conjunto como prueba de referencia, independiente de si esta
visualizacion se evidencio por uno o ambos observadores, encargados del analisis

parasitolégico de las muestras.

-Examen directo de heces (Coprolégico): este método se basa en la
identificacion, macroscépica y microscépica de elementos parasitarios presentes
en la materia fecal. Para la identificacion microscopica se colocé en un
portaobjetos una gota de solucidn salina isotonica al 0.85% estéril y una gota de
solucion yodada (lugol). Luego con un palillo de madera se homogenizo la
muestra, se tomo aproximadamente 2mg con la punta del palillo y se mezclo

inicialmente en la solucion salina y luego en lugol. Finalmente se colocO sobre
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cada gota un cubre-objetos y se procedio a la lectura del montaje en busqueda de
parasitos intestinales recorriendo las dos preparaciones de una forma sistematica,
utilizando el objetivo de 10X y de 40X (4). El informe de resultados fue consignado

como presencia/positivo o ausencia/ negativo para larvas de S. stercoralis.

-Método de Concentracion Formalina-éter (Técnica de Ritchie modificada): se
basa en la concentracién de las formas parasitarias mediante la centrifugacion,
utilizando formalina y éter para separar y mejorar la visualizacion los elementos
parasitarios. En este procedimiento se homogenizé aproximadamente 1g de la
muestra de heces en 10 mL de solucién de formalina al 10%, en un tubo de vidrio
de 15 mL. Luego de 5 minutos la suspension de materia fecal se hizo por una
gasa doble en un embudo, permitiendo el paso del filtrado en otro tubo de 15 mL.
Después se agregaron 3 mL de éter, se tapd el tubo y se mezcld fuertemente
durante 30 segundos y con cuidado se permitié la salida del vapor que se forma
luego del procedimiento. Seguidamente se centrifugd a 2000 RPM durante dos
minutos, se retiraron las capas superiores que contienen éter y los restos de
alimentos de la materia fecal. Con el sedimento se hicieron preparaciones en
fresco con solucion salina y con lugol, tal como se describi6é para el montaje del
coproldgico, utilizando el objetivo de 10X y 40X en busca de parasitos intestinales.
El informe de resultados fue consignado como presencia/positivo o0 ausencia/

negativo para larvas de S. stercoralis.

-Aislamiento de Strongyloides stercoralis en placas de agar o Cultivo en

placa de agar (CPA). se fundamenta en la observacion de las huellas
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serpentiginosas visibles sobre la superficie del medio soélido, debido a la
diseminacién de bacterias que arrastran las larvas en la superficie de su cuerpo
(14). Esta técnica consiste en el empleo de agar nutritivo en cajas de petri para la
siembra de materia fecal fresca. Se procedioé de la siguiente manera: se tomaron
aproximadamente 2g de materia fecal y se depositaron en el centro del agar, luego
se sellaron las cajas por la parte externa utilizando PARAFILM® (BRAND-GMBH,
Alemania) y se dejaron a temperatura ambiente (25°C-33°C) durante 2 dias.
Pasado este tiempo observdé macroscépicamente el agar y luego con la ayuda de
un estereoscopio en busca de la formacion de marcas que indicaran el
desplazamiento de las larvas. Luego se agregdé formol al 10% lavando la superficie
del agar, dicho material de lavado se recolectd y se dispuso en un tubo, centrifugé
a 2000 rpm durante dos minutos y se observo en el microscopio el sedimento para
la identificacion de larvas. En caso de encontrar resultados negativos a los dos
dias, se dej6 a temperatura ambiente por 5 dias mas. Este método es positivo Si
se observo el rastro dejado por el desplazamiento de las larvas, y es positivo para
S. stercoralis si se hizo la identificacion de las caracteristicas morfolégicas de las
larvas mediante microscopia de luz. Es de resaltar que este método requiere de la

viabilidad de los parasitos para obtener resultados positivos.

-Método de Harada-Mori: reproduce en el laboratorio parte del ciclo de vida libre
del parasito, permitiendo ademas la identificacion de larvas de helmintos con base
en sus caracteristicas morfolégicas (14), su sensibilidad es discutida variando
entre 24% y 100% (43-45). En el laboratorio se procedio de la siguiente manera:

las heces frescas fueron esparcidas en un papel de filtro de 1,5 cm de ancho, el
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extremo inferior de aproximadamente 2 cm se mantuvo limpio y se sumergid en
agua dentro de un tubo de ensayo de 15 mL, haciendo que por capilaridad, el
papel se humedezca e induzca a la larva a migrar hacia el fondo del tubo.
Después de 4 dias de incubacion se realizo la observacion microscopica. Al igual
que el CPA, este método requiere de la viabilidad de los parésitos para obtener

resultados positivos.
2.3 Condiciones de recoleccién, trasporte y almacenamiento de las
muestras de materia fecal analizadas mediante métodos tradicionales

y qPCR

A cada individuo que acept6 participar en el estudio, se le entregd un frasco tapa
rosca estéril, y se le indicé que debian colectar la muestra de manera espontanea,
evitando el uso de laxantes y la contaminacién con orina o con residuos del medio
ambiente. Las muestras provenientes del Chocé, tanto de la zona rural como de la
zona periurbana, fueron trasportadas sin refrigeracion; sin embargo, cada muestra
se distribuyd en tres alicuotas: a) en un vial de 1,5 mL para ser almacenada a -
20°C de manera inmediata a la llegada al laboratorio en la ciudad de Medellin para
hacer la extraccion de ADN gendémico requerido para el procesamiento posterior
mediante la qPCR; b) una segunda alicuota se preservé con formalina al 10% y se
emple6 para la ejecucion de los andlisis parasitologicos convencionales no
dependientes de la viabilidad del parasito (Coprolégico y Técnica de Ritchie
modificada) y c) la tercera alicuota sin preservante se emple6 en los métodos
dependientes de la viabilidad del parasito (CPA y Método de Harada-Mori). En el
caso de las muestras procedentes de los barrios periféricos de Medellin, La cruz y

Versalles namero I, aunque fueron procesadas mediante los cuatro métodos
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parasitolégicos convencionales aproximadamente a las dos horas posteriores a su
recoleccion, en el laboratorio se realizaron dos alicuotas de cada muestra, una se
preservo con formalina al 10% vy otra fue almacenada a -20°C hasta la extraccion

de ADN gendmico y el procesamiento mediante la qPCR.

Como criterios de validez interna de este estudio, a cada muestra recolectada se
le realizaron ambas metodologias (las cuatro pruebas de diagnéstico tradicional y
la gPCR) y el procesamiento de cada una de las muestras y la comparacion de
resultados se realizé a ciegas e independiente del resultado obtenido con cada
uno de los métodos de diagnéstico parasitolégico convencionales, considerados
en conjunto como el patrén de referencia para esta fase del estudio. Las muestras
de materia fecal se procesaron por duplicado mediante qPCR aplicando el
procedimiento estandarizado previamente, y se realizé la comparacion intra-sujeto
e intra-grupo, confrontando el resultado de la gPCR obtenido para cada
participante contra el resultado obtenido mediante el patron de referencia en el

mismo sujeto.

Para determinar de manera complementaria a los ensayos realizados durante la
fase de estandarizacion, si la concentracion de ADN gendmico extraido del
parasito presente en las muestras de materia fecal detectadas como positivas en
este estudio influia de manera directa sobre los resultados obtenidos en la gPCR
en lo referente a los valores de Ct, dos muestra de ADN clasificadas como
positivas para S. stercoralis (con valor de Ct de 28 y 29) y dos muestra

clasificadas como negativas fueron mezcladas (una muestra positiva, con una
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muestra negativa) en una relacion 1:1, con el fin de estimar los cambios ocurridos
en el valor de Ct, a medida que aumentaba la concentracién de ADN en dicha
reaccion. Asi mismo, como alternativa al uso del reactivo IPC para evaluar la
presencia de inhibidores de la amplificacion en las muestras con resultado
indeterminado (30,00-34,99) y negativo, una muestra de concentracion conocida
con resultado indeterminado y valor de Ct de 32,25 y una muestra de
concentracion conocida, con resultado negativo y con valor de Ct de 39,78,
seleccionadas al azar, fueron sometidas a diluciones seriadas en base 10, este
ensayo permitiria analizar si existia un cambio significativo en el valor de Ct, que

indicara que la muestra habia sido clasificada de manera incorrecta.

2.4 Analisis de filogenia basado en secuencias parciales del gen 18S de la
subunidad pequefia de ARN ribosomal

Con el objetivo de corroborar los resultados obtenidos mediante la gPCR en esta
fase de la investigacion, se seleccion6 de manera aleatoria un producto de gPCR
de una de las muestras positivas y de uno de los controles positivos con el fin de
verificar la identidad de la secuencia especifica para el gen 18S ARNr de S.
stercoralis. Adicionalmente, se realiz6 una PCR convencional para amplificar un
segmento parcial de 244 pb del gen 18S del ARN ribosomal empleando un par de
cebadores para amplificar una region parcial de este mismo marcador molecular
(Tabla 1), pero diferentes a los empleados en la qPCR (27). Se seleccionaron de
manera aleatoria siete de las muestras que habian sido clasificadas como

positivas, tres muestras clasificadas como indeterminadas y tres de los controles
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positivos usados en todo el trabajo de investigacion y realizar la secuenciaciéon

bidireccional del producto de PCR en MACROGEN USA (Maryland, USA).

Las secuencias de ADN resultantes de la secuenciacion bidireccional de cada
producto de PCR fueron editadas y alineadas en el programa Geneius® version
7.1.7 (46) para la obtencién de la secuencia consenso con la cual se realizé la
verificacion de la identidad de cada una mediante analisis BLASTN en el GenBank

(blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Posteriormente, se llevd a cabo un andlisis de filogenia molecular para las
secuencias parciales de la region 18S del ARN ribosomal obtenidas en este
estudio y secuencias reportadas en el NCBI para geohelmintos y varias especies
del género Strongyloides, con un andlisis de Maxima verosimilitud (Maximum
Likelihood). Previo al analisis en el programa MEGA version 6 (47), se realizd una
seleccion del modelo de evolucion molecular para esta regién teniendo en cuenta
el criterio de informacién bayesiano (BIC) y el criterio de informacion de Akaike
corregido (AlICc). La estimacion del dendograma se realiz6 mediante busqueda
heuristica y un remuestreo por Bootstrap con 1.000 pseudoreplicas. Ademas,
usando el mismo modelo de evolucion molecular seleccionado previamente para
las secuencias parciales de la region 18S del ARN ribosomal usando el programa

MrBayes version 3.2.2 usando el plugin disponible en Geneius® version 7.1.7 (46).
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Andlisis de datos

Todos los datos obtenidos en este trabajo se tabularon en Excel (Microsoft Excel,
2010) y fueron sometidos a un control de calidad previo al andlisis, para verificar
consistencia de los datos y errores en la digitacion. En el caso de los resultados
obtenidos en las lecturas para el andlisis inter-observador, estos fueron tabulados
por una persona diferente a las involucradas en la lectura de las muestras y fueron
exportados a SPSS version 21 (40) y Epidat version 3.1 (41) para determinar el

indice Kappa.

Los datos obtenidos de la encuesta sociodemogréfica, asi como los resultados de
las muestras analizadas con las diferentes metodologias, fueron exportados al
software SPSS versién 21 (40), para la descripcion de los datos epidemidlogos y
parasitolégicos mediante analisis descriptivo de las variables cuantitativas y
andlisis de frecuencias. Los resultados de las pruebas convencionales y de la
gPCR se consignaron como valores dicotémicos (prueba positiva/prueba negativa)
y se analizd en qué grado el método de diagnéstico por gPCR permitid distinguir
entre pacientes con estrongiloidiasis y sin estrongiloidiasis, mediante la estimacién
de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo, valor predictivo negativo y
el cociente o razon de probabilidades (Likelihood Ratio), entre otros parametros.
Para tal fin se empled el programa Epidat 3,1 (41), especificamente para las tablas
2x2 en donde se distribuyeron los resultados obtenidos con ambas metodologias.
Ademas se evaluo la concordancia entre los resultados mediante la estimacion del

indice Kappa.
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RESULTADOS

1. ESTANDARIZACION DE LA gqPCR
1.1 Extraccién de ADN gendémico
El kit de extraccion de ADN gendmico que mostré mejores resultados en cuanto al
indice de pureza del ADN obtenido luego del procedimeinto fue QIAamp ADN Mini
Kit de QIAGEN® (Qiagen, Hilden, Alemania), con las modificaciones en el
protocolo reportadas por Basuni, et al., (26). El promedio de la concentracion de
ADN vy la pureza para los cuatro controles positivos extraidos con QlAamp DNA
Stool Mini Kit QIAGEN® (Qiagen, Hilden, Alemania) fue de 26,8 ng/ul, 55,3 ng/ul,
3,5 ng/ply 2,3 ng/l y 1,33; 2,2; 2,1 y 2,8, respectivamente. Las muestras
extraidas con QlAamp DNA Mini Kit QIAGEN® (Qiagen, Hilden, Alemania) con las
modificaciones por Basuni, et al., (26), tuvieron una concentracion de ADN vy
pureza de 14,9 ng/ul, 25 ng/ul, 10,1 ng/ul y 25 ng/ul y 1,8; 2; 1,7 y 1,6
respectivamente. En cuanto a la compracion de resultados obtenidos con cada
método, no hubo diferencias significativas en cuanto a la concentracion de ADN
obtenida por ambos métodos, pero si hubo diferencias en cuanto al indice de
pureza del ADN extraido (Tabla 2). Tambien se observaron diferencias en el valor
de Ct (cycle threshold, nimero de ciclo de la PCR en que se detecta el producto
amplificado) obtenido en la qPCR para una misma muestra control positivo
(analizada por duplicado) extraida con ambos metodos (Figura 2). En cuanto a las
muestras extraidas con QlAamp DNA Stool Mini Kit QIAGEN® (Qiagen, Hilden,

Alemania), cuyo Ct fue de 33, al realizar una dilucién de esta muestra no se
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evidenciaron cambios significativos en el valor de Ct obtenido en comparacion con

el valor de Ct de la muestra sin diluir.

1.2 Especificidad analitica in silico y amplificacion del gen 18S de la

subunidad pequefia de ARN ribosomal mediante PCR convencional

El analisis de especificidad de los cebadores estimado mediante BLASTn mostro
100% de identidad con secuencias parciales del gen 18S de la subunidad
pequefia del ARNr reportadas en el GenBank para S. stercoralis, con codigos de
acceso KF926661 y KF926662 correspondientes a especimenes del parasito

aislados en Camboya (48).

El Tm béasico de cada cebador fue de 54,2°C y 56,5°C, y la temperatura de
alineamiento estuvo entre 60°C y 64°C. No se evidencié formacion de bucles ni
dimeros de cebadores. Los resultados de la PCR electrénica mostraron el sitio
exacto de hibridacion de los cebadores en secuencias parciales y en la secuencia
completa del gen 18S de la subunidad pequefia del ARNr de S. stercoralis
reportadas en la pagina de NCBI (Tabla 1). Correspondiendo la unién del primer
Forward a los nucleotidos en la posicion 1548-1575 y el Reverse en la posicion
1626-1648 en la secuencia completa del gen 18S de S. stercoralis reportada por
Putland, et al., (49), con cddigo de acceso en el GenBank M84229.1 y en la
secuencia parcial reportada por Dorris, et al., (50) con cédigo de acceso en el

GenBank AF279916.2
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El andlisis de las secuencias parciales del gen 18S de la subunidad pequefia de
ARNr obtenidas mediante PCR convencional para los controles positivos (SF1,
SF2, SF3 y SF4) presentd un porcentaje de identidad entre 97 y 100% con
secuencias de este mismo marcador molecular reportadas para S. stercoralis, en
especimenes procedentes de las secuencias completas reportadas por el Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) en el GenBanK con cédigo de acceso
M84229.1 (50), y para la secuencia parcial con codigo de acceso KF926662.1

reportada por Schar, et al., (48), en aislados de este nematodo en Camboya.

1.3 Evaluacion de la sensibilidad y especificidad analitica de la gPCR
El procedimiento de gPCR se estandarizé en un volumen de reaccion final de 25
I, utilizando las concentraciones que se describen en la tabla 3. El perfil térmico
utilizado en la gPCR fue: un paso inicial de pre-PCR a 60°C por 1 min, 95°C
durante 10 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién a 95°C por 15 s,
alineamiento a 60°C por 1 min y pos-PCR a 60°C por 1 minuto. Algunos de los
andlisis de la fase de estandarizacion fueron realizados sin la inclusién de los
pasos de pre-PCR y pos-PCR en el perfil térmico utilizado en la gPCR. El valor de
Ct obtenido con la qPCR estandarizada para las muestras positivas oscil6 entre 20
y 29. El valor de Ct para SF1 fue de 23, el valor de Ct para SF2, SF3 y SF4 oscil6
entre 26 y 29. De esta manera se establecieron como muestras positivas las que
presentaron un valor de Ct menor o igual a 29,99, como indeterminadas las que
presentaron un Ct entre 30,99 y 34,99 y como negativas aquellas que presentaron

un Ct mayor o igual a 35.
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La concentracion de ADN obtenida a partir de una larva de S. stercoralis fue de
0,9 ng/ul, de dos larvas fue de 1,2 ng/ul y de cuatro larvas de 2,6 ng/ul. En el
andlisis de sensibilidad analitica estimado para la gPCR fue posible detectar con
certeza la positividad de la muestra hasta la concentracién minima de 0,9 ng/ul de
ADN genomico, estableciéndose este dato como el limite de deteccion de esta
prueba (Tabla 4). Esto basado en los puntos de corte establecidos previamente
para el valor del Ct, considerando los resultados obtenidos con los controles

positivos evaluados durante la estandarizacion de la prueba.

En el andlisis de especificidad analitica de la gPCR se detect6 un valor Ct de >35
para todas las muestras probadas que contenian ADN de otros parasitos
intestinales diferentes a S. stercoralis: A. lumbricoides, T. trichiura, Uncinarias
(Ancylostoma duodenale/Necator americanus), H. nana, E. histolytica/E. dispar, E.
hartmanni, G. intestinalis e |. butschli, lo que sugiere que no existe reaccién

cruzada con ninguno de estos parasitos (Tabla 5).

1.4 Determinacion de la reproducibilidad de la qPCR
En la evaluacién de la curva estandar analizada mediante gPCR a partir de
diluciones seriadas en base 10 partiendo de una concentracion de ADN gendémico
de 24,8 ng/uL hasta 2,48x107'° ng/uL se detectdé una eficiencia de -77,5 y un
coeficiente de correlacion de 0,83 (coeficiente de determinacion ajustado 0,79; IC

95% 0,242-0,767) (Figura 3).
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En cuanto a la reproducibilidad, se observé que la gPCR estandarizada fue
reproducible al utilizar estas mismas concentraciones de ADN, tanto al analizar
simultaneamente 3 reacciones de PCR (reproducibilidad intra-ensayo) como en 3
dias diferentes (reproducibilidad inter-ensayo). Independientemente del dia y del
ensayo, el valor de Ct obtenido siempre oscilé6 entre 20 y 29,8, para todas las
concentraciones probadas (Figura 4). Para esta comparacion se obtuvo un

coeficiente de correlacion intraclase de 0,882 (IC 95% 0,478-0,973).

2 COMPARACION DE LA UTILIDAD DIAGNOSTICA DE CUATRO
METODOS CONVENCIONALES DE DIAGNOSTICO DE LA
ESTRONGILOIDIASIS Y DE LA PCR EN TIEMPO REAL PARA LA
DETECCION DE S. stercoralis

2.1 Caracterizaciéon de la poblacién del estudio

Para el estudio de concordancia inter-observador se analizaron 44 muestras de
materia fecal, el indice Kappa oscil6 entre 0,29-1,0, siendo los valores cercanos a
1 interpretados como excelente correlacion. La reproducibilidad inter-observador
se clasificd con un grado excelente para la mayoria de especies de protozoos
intestinales (Entamoeba histolytica/E. dispar, Entamoeba hatmanni, Entamoeba
coli, Giardia intestinalis, Endolimax nana, lodamoeba butschli, Chilomastix
mesnilii) y de patdgenos en general, tanto para protozoos como para helmintos.
Sin embargo, para las especies de helmintos (Ascaris lumbricoides, Ancylostoma
duodenale/Necator americanus y Trichiuris trichiura) el kappa, obtenido fue de 0,3

(Tabla 6).
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Se recolecté un total de 129 muestras de materia fecal en dos grupos de
participantes, para evaluar la validez diagnéstica de la qPCR. En la zona rural del
Chocd, la recoleccion de la muestra de materia fecal se llevé a cabo en la totalidad
de personas adultas que habitaban en los resguardos de las comunidades
indigenas Emberd Chami, Embera Dobida y en las veredas del Carmen de Atrato,
El consuelo y Quebrada bonita, quienes aceptaron participar voluntariamente en el
estudio. Asi mismo, en los barrios periféricos de Quibdé y Medellin, la muestra de
heces fue colectada a los adultos que de forma voluntaria quisieron participar en
este estudio. En total 72 de las muestras de materia fecal fueron recolectadas en
la zona rural del Choco y 57 en las zonas periurbanas del municipio de Quibdé y

de Medellin.

Los participantes del estudio fueron en total 46 hombres y 83 mujeres, con edades
comprendidas entre los 18 y 84 afios, todos los individuos vivian en una zona de
estrato socioeconomico de nivel 1. En relacion al nivel de educacion se encontro
que el 38,8% de la poblacion no tenia ningun nivel de educacién, un 38% realiz6
estudios de basica primaria, 18,6% realiz6 basica secundaria y el 1,6% realizo
estudios técnicos o universitarios. EI 90,7% de los individuos pertenecian al

régimen subsidiado.

En cuanto a las condiciones higiénico-sanitarias o de la vivienda, 86 personas
convivian con animales (67%), 21 (16%) contaban con agua potable y cerca de la
vivienda de 40 (31%) de los participantes pasaban aguas residuales. Mas de la
mitad de los participantes 72 personas (56%) presentaron episodios de diarrea

frecuentemente y 84 personas (65%) acostumbraban a caminar o trabajar
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descalzo. El total de personas separadas por grupo de muestreo se presenta en la

tabla 7.

2.2 Resultados de los métodos parasitolégicos tradicionales

Los resultados de las 129 muestras procesadas mediante los métodos
parasitolégicos tradicionales, arrojaron una frecuencia de parasitos intestinales de

87,98%; distribuidos como se esquematiza en la figura 5.

Mediante la técnica de concentracion de Ritchie modificado se detectaron cuatro
de las cuatro muestras positivas para S. stercoralis, tres de la zona rural del
departamento del Choco y una del barrio La Cruz, en Medellin. Los otros métodos
tradicionales especificos para diagnostico de estrongiloidiasis, arrojaron resultados
negativos para todas las muestras, con excepcion del aislamiento en placa de
agar, que fue capaz de detectar una de cuatro muestras positivas detectadas por
el método de Ritchie modificado, arrojando una sensibilidad y especificidad de
25%; (IC= 4,6%-69,9%) y 100% ;(IC=97%-100%) respectivamente, la muestra
concordante entre ambos métodos era proveniente del barrio La Cruz. Los
resultados parasitoldgicos, discriminados por grupo y por método de deteccion se

presentan en la tabla 8.

2.3 Resultados de la gPCR para diagnostico de S. stercoralis

De las 129 muestras procesadas mediante qPCR, un total de 29 muestras
arrojaron resultados positivos (Ct<29,99). De estas, 3 presentaron concordancia

con los métodos convencionales de diagndstico parasitolégico, una de las
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muestras provenia del barrio La cruz, en la zona periurbana de Medellin y las otras
dos eran de la zona rural del Chocd. De los 26 resultados positivos restantes, 2
pertenecian a muestras provenientes de la zona rural del Choco y 24 al barrio la
Cruz de Medellin. 18 muestras procedentes del Choco y 6 de la zona periurbana
de Medellin fueron clasificadas como indeterminadas y 76 muestras arrojaron

resultados negativos (Tabla 9).

En cuanto al analisis del efecto de la concentracion de ADN en el rendimiento de
la gPCR, se evidencié que efectivamente la concentracion del ADN gendmico
condiciona la obtencion de valores de Ct altos para muestras con bajas
concentraciones de ADN del parésito, y viceversa. El resultado de la gPCR para la
muestra con valor de Ct de 28, continudé siendo positivo con un valor de Ct de
28,73 y 28,12 en las reacciones donde la concentracion de ADN gendmico de
muestras fue de 15 y 30 ng/ul, respectivamente. Para las concentraciones de 60,
90 y 120 ng/ul el valor de Ct aumenté a valores de 30, 34,15 y 40,
respectivamente. En la muestra con valor de Ct de 29, el valor de Ct sigui6é siendo
positivo, con un valor de 29,40 y 29,71 en las reacciones donde la concentracion
de ADN gendmico de muestras fue de 6 y 12 ng/ul, respectivamente. Para las
concentraciones de 24 y 36 ng/ul el valor de Ct aumentd a valores de 33,87 y
35,76 respectivamente, en concentraciones mayores o iguales a 48 ng/ul el Ct
obtenido fue de 40. En cuanto a la valoracion de la presencia de inhibidores de la
amplificacion del ADN, mediante el andlisis de muestras diluidas de manera
seriada en base 10, no se observaron cambios con relacion al valor de Ct obtenido

inicialmente en ninguna de las concentraciones evaluadas.
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2.4 Andlisis de filogenia basado en secuencias parciales del gen 18S de

la subunidad pequefia de ARN ribosomal

El analisis de las secuencias obtenidas para el fragmento de 101 pb del marcador
molecular 18S ARNr de la muestra 19 y del control positivo SF3 amplificadas
mediante gPCR mostro un porcentaje de identidad de 95% y 96%
respectivamente, en comparacion con la secuencia parcial del mismo marcador
reportada para S. stercoralis en el GenBank con cédigo de acceso M89229
(tamafio analizado de 50 pb). Mientras que en el analisis BLASTn de las
secuenciadas obtenidas para el fragmento de 244 pb del 18S ARNr se obtuvo un
porcentaje de identidad entre 99% y 100% con la secuencia parcial de esta misma
region reportada para S. stercoralis en el GenBAnk con codigo de acceso
KM387397. En cuanto a los andlisis de filogenia basados en este marcador
molecular (tamafio analizado de 101pb), tanto el dendograma obtenido mediante
el andlisis de maxima verosimilitud (Figura 6) como el de Inferencia Bayesiana
(Figura 7), muestran bajo un solo grupo a todas las secuencias obtenidas en este
estudio, que habian sido clasificadas como positivas o indeterminadas en el
analisis de PCR en tiempo real. Dichas secuencias forman una politomia junto con
todas las secuencias del género Strongyloides reportadas en el GenBank e
incluidas en dicho andlisis. Claramente las secuencias de N. americanus, A.
duodelale y A. lumbricoides se ubican por fuera del grupo de secuencias

pertenecientes al género Strongyloides.

38



2.5 Evaluacién diagnostica de la qPCR

La PCR en tiempo real, estandarizada y evaluada para diagnostico de S.
stercoralis, present6 una sensibilidad de 75% (20,07%-100%), especificidad de
79,2% (71,68%-86,72%), valor predictivo positivo de 10,34% (0,0%-23,15%) y
valor predictivo negativo de 99,0% (99,55%-100%). Los demas parametros
calculados para la qPCR se presentan en la tabla 10. En cuanto a la concordancia
observada, el indice Kappa estimado entre la gPCR y los métodos fue de 0,14

(IC95%=-0,016-0,30).

DISCUSION

La gqPCR estandarizada y evaluada para la deteccion de S. stercoralis utilizando
como prueba de referencia un conjunto de métodos de diagndéstico tradicional
(examen directo de heces, técnica de Ritchie modificado, cultivo en placa de agar
y el método de Harada-Mori) presentd un desempefio, eficiencia y rendimiento

bajo.

En cuanto a los valores de sensibilidad y especificidad observados para la gPCR
en este estudio, estos fueron inferiores a los reportados en investigaciones
previas, los cuales varian entre 88,9% a 100% y 94,8% a 100% (25, 27, 29, 51).
Sin embargo, cabe resaltar que los estudios que han reportado una sensibilidad de
100% para la PCR, han evaluado esta técnica solamente en muestras
provenientes de personas con sintomatologia gastrointestinal, con cargas

parasitarias altas, tanto para S. stercoralis como para otros patogenos (25, 27, 51),
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lo que sugiere que los resultados obtenidos en dichos estudios no podrian ser
extrapolados a poblacion general, ni podrian ser comparables con los datos
obtenidos en el presente trabajo.

Respecto a las demas caracteristicas operativas de la gPCR evaluadas, la
seguridad diagnostica expresada en los valores predictivos obtenidos sugieren
que la prueba de gPCR tiene una excelente capacidad para detectar a las
personas que no tienen estrongiloidiasis; no obstante, presenta dificultades en la

deteccion de verdaderos positivos.

Algunos estudios han reportado buena correlacién entre los métodos moleculares,
como la PCR, con los métodos parasitologicos usados tradicionalmente para
deteccidn de S. stercoralis, mas exactamente con el cultivo en placa de agar (17,
34). Sin embargo, en este estudio se observé que la concordancia entre la gPCR y
los métodos convencionales evaluados fue baja, coincidiendo solo en el
diagnéstico de tres de los cuatro resultados positivos identificados con las técnicas
parasitologicas tradicionales. Este hallazgo es similar a lo reportado por Schar, et
al., (29), quienes encontraron gque la PCR identificé un nUmero menor de muestras
(38/218) de las que habian sido clasificadas como positivas usando conjuntamente

el método de Baermann y el cultivo en placa de agar (41/218).

Existen diversos factores que pueden explicar la ocurrencia de resultados falsos
negativos en la qPCR, entre los que se encuentran la preservacion, el

almacenamiento y la presencia de inhibidores en las muestras de materia fecal
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(52). En este sentido, las condiciones de transporte de las muestras procedentes
del departamento del Chocd pudieron haber afectado la calidad del ADN vy
favorecer la accién de endonucleasas con un efecto degradador sobre el material
genético presente, impidiendo el desarrollo exitoso de la prueba de gPCR
especificamente en dichas muestra (53). En investigaciones realizadas por
Nsubuga, et al., (54), analizando heces de simios, se demostrd que la temperatura
de recoleccion y almacenamiento de la muestra de materia fecal juega un papel
importante en la recuperacién del ADN, siendo menor la cantidad de ADN
gendmico extraido a partir de muestras que fueron recolectadas y almacenadas

durante épocas del afio con temperaturas célidas (55, 56).

Asimismo, al realizar los ensayos de reproducibilidad se observo la falta de
linealidad en los datos obtenidos en la curva estandar de la qPCR, lo que sugiere
que pudo haber presencia de inhibidores de la amplificacién en las muestras de
materia fecal analizadas. Este tipo de muestra biolégica es una matriz compleja,
cuya presencia de inhibidores de la amplificaciébn puede estar asociada incluso
con la dieta del individuo, tal y como lo demostré6 Monteiro, et al., (57), en un
estudio donde caracterizaron la presencia de inhibidores endégenos de la PCR,
encontrando que multiples polisacaridos derivados de la dieta se convierten en

potentes inhibidores de la amplificacion.

En estudios adicionales, en los cuales han valorado varios protocolos de
extraccion de ADN a partir de muestras de materia fecal, en funcion del

rendimiento y la eficiencia de la PCR (58-60), han sugerido que el tratamiento de
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las muestras con métodos fisicos como la sonicacidon o la incubacion a
temperaturas entre 50°C y 100°C, empleando enzimas como la proteinasa K
mejoran la eficiencia y rendimiento de la técnica. Aunque en el presente estudio,
se emplearon algunos de los tratamientos sugeridos en dichas investigaciones;
serd necesario enfocar esfuerzos técnicos adicionales para optimizar ain mas los
procedimientos de extraccion de ADN gendmico a partir de muestras de materia

fecal, con el fin de mejorar el desempenio y la eficiencia de la gPCR evaluada.

En el presente estudio se observé como para el control positivo procedente de un
paciente con hiperinfeccién se obtuvo un valor de Ct bajo (Ct=23), mientras, que
para los demd&s controles positivos procedentes de pacientes con cargas
parasitarias altas el valor de Ct estaba aumentado. En concordancia, Schar, et al.,
(29) observé un aumento en el valor de Ct obtenido de muestras con cargas
parasitarias bajas, sin embargo, estudios futuros deberan evaluar la correlacién
entre el valor de Ct obtenido y la intensidad de la infeccion por S. stercoralis para
establecer la relacién existente entre la carga parasitaria y la eficiencia de la

amplificacion mediante qPCR.

Mediante la utilizacion de la gPCR se encontré un nimero mayor de muestras
positivas para S. stercoralis que las identificadas por los métodos convencionales
de diagnostico parasitologico, estos hallazgos son similares a los reportados por
Moghaddassani, et al., (25), quienes detectaron cinco muestras mediante PCR
gue no fueron identificadas por el método de referencia (Cultivo en placa de agar,

examen directo de heces y método de concentracion de Ritchie), sugiriendo que la
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PCR fue mas eficiente que los métodos convencionales para diagnosticar la
estrongiloidiasis en personas con baja carga parasitaria. Es de resaltar que los
cebadores y la sonda empleados para la amplificacion del gen 18S del ARN
ribosomal de S. stercoralis en la gPCR evaluada mostraron alta especificidad de
especie, tanto en los en los analisis de verificacion realizados in silico, como
mediante el andlisis de las secuencias de ADN obtenidas a partir de los productos
de amplificacién de los controles positivos y de las muestras secuenciadas.
Aunque en los analisis de filogenia realizados en este estudio, no pudieron ser
resueltas las relaciones entre los especimenes analizados del género
Strongyloides y los obtenidos en la presente investigacion, la topologia de los
arboles sugiere una relacion estrecha entre los parasitos provenientes del Chocé y
Medellin con respecto a los reportados en el GenBank. Para propdésitos de la
presente investigacion estos resultados indican la especificidad del método de
gPCR, incluso indica que las muestras que estan siendo clasificadas actualmente
como indeterminadas, por presentar un valor de Ct entre 30,99 y 34,99 estan
claramente relacionadas con Strongyloides spp. y la carga parasitaria que poseen
es muy baja. En este sentido, seria recomendable la estandarizacion de un
protocolo de concentracion de las formas parasitarias como un paso previo a la
extraccion del ADN gendmico, para mejorar la concentracion del ADN extraido y la

eficiencia y linealidad de la qPCR.

De manera concurrente con los resultados obtenidos en el presente trabajo, en un
estudio realizado por Schar, et al., (29), demostraron que la concentracion de ADN

del parasito presente en la muestra juega un papel importante a la hora de
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clasificar acertadamente a un individuo como negativo o positivo para la infeccién
por S. stercoralis, asi como también influye la etapa de la infeccidén en la que se
encuentre el individuo, y que esto puede afectar directamente el rendimiento de la
gPCR, aumentando el valor de Ct ante bajas concentraciones de ADN extraidas
de la muestra. Otro aspecto importante a resaltar de este estudio y del realizado
por Basuni, et al., (26), es el establecimiento de rangos en el valor de Ct para
clasificar una muestra como positiva 0 negativa, considerando las dificultades que
pueden presentarse en la obtencién de altas concentraciones de ADN en los

casos de infecciones con baja carga parasitaria.

En este sentido, es posible que las muestras que resultaron positivas para S.
stercoralis (detectadas soOlo por qPCR) pertenecieran a pacientes con una
parasitosis cronica, caracterizada por la intermitencia en la excrecion de las larvas,
con fluctuaciones en la carga parasitaria y con el requerimiento del andlisis de
multiples muestras para detectarlo mediante las pruebas tradicionales,
demostrandose precisamente la ventaja que presenta la qPCR en la deteccion de
cargas parasitarias bajas. Esto se sugiere debido a que en su mayoria estos
resultados pertenecian a personas residentes por mas de cinco afios en el barrio
La cruz y Versalles numero Il, pero que procedian de los departamentos de Chocé

y del Uraba antioquefio.

Adicionalmente, es importante considerar que algunos de los métodos empleados
como prueba de referencia en este estudio, como el Cultivo en placa de agar y

Harada-Mori dependen de la viabilidad de las larvas para la deteccion del parasito,
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y en el caso de la gPCR este aspecto no es indispensable para la deteccién
especifica de este neméatodo (14, 61-64). En el método de Baermann, tambien se
requiere de la viabilidad del parasito para obtener resultados positivos, y aunque
demostré tener alta sensibilidad para el diagndstico de S. stercoralis (20), no se
emple6é como prueba de referencia en este estudio debido a que requiere grandes
cantidades de materia fecal (20g de heces) para su procesamiento, lo que resulta
dificil para la fase de recoleccion de la muestra (65), y para su procesamiento en

un laboratorio clinico

En cuanto al examen directo de heces, se ha demostrado que presenta baja
sensibilidad para el diagnostico de estrongiloidiasis (20), no obstante, algunos
estudios sugieren que esta sensibilidad puede mejorar notalmente con la
evaluacion seriada de entre 5 y 7 muestras de materia fecal (66). Asi mismo, el
bajo valor de indice kappa obtenido en este trabajo, demuestra una pobre
concordancia entre el examen directo de heces y el método de Ritchie modificado
para la deteccién de helmintos intestinales. La literatura sugiere que alteraciones
en los valores de concordancia entre los métodos pueden ser debidas a: i)
variabilidad entre observadores, ii) variabilidad proporcionada por el instrumento
de medida vy iii) la variabilidad causada por medir en momentos diferentes en el
tiempo (42), aunado a lo anterior, se encuentra la baja excrecion parasitaria en
casos de infeccion leve con helmintos (4). No obstante, el hecho de que las
muestras fueran analizadas por dos observadores de manera ciega e

independiente en este estudio, y que la forma parasitaria fuera reportada por al
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menos uno de los dos analistas mediante cualquiera de los métodos, genera

mayor confiabilidad en los resultados obtenidos en los métodos convencionales.

Debido a lo anterior, cabe resaltar que los cuatro métodos tradicionales de
diagndstico parasitolégico con los que se comparo la gPCR en esta investigacion,
no alcanzan a ser considerados como un Gold standard, debido a que ninguno de
ellos por separado tiene una sensibilidad o especificidad cercana al 100%, lo que
puede subestimar la presencia del parasito y generar una categorizacion erronea
en los resultados. Bajo estas mismas circunstancias, algunos investigadores han
ejecutado andlisis bayesianos para la estimacion de la prevalencia de S.
stercoralis y evaluar las caracteristicas operativas de métodos para la deteccidn
de este neméatodo en ausencia de un Gold standard, sugiriendo que de esta
manera no se ven afectados pardmetros como la sensibilidad, especificidad y los
valores predictivos de las pruebas evaluadas (67, 68). Por ello, en futuros analisis
des estos datos se considerarad la utilizacion de este tipo de aproximacion
estadistica para la evaluacion de esta qPCR para diagndstico de S. stercoralis en
muestras de materia fecal, donde factores como la cronicidad de la infeccion, la
intermitencia en la expulsion de las larvas, la baja carga parasitaria y la falta de
una prueba de referencia idonea, pueden estar influyendo en los resultados

obtenidos en las pruebas evaluadas.

Por dltimo, un estudio realizado por Pakdee et al., (69) basado en el andlisis de
secuencias obtenidas para el gen 18S del ARN ribosomal reporto que poblaciones

de S. stercoralis de diferentes zonas geogréficas (Tailandia y Japdn) presentaron
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divergencia genética entre ellas. En Colombia, aun no se ha evaluado si existe
diferenciacion genética entre poblaciones de S. stercoralis a lo largo de su
distribucion en el pais, por lo tanto seria pertinente la realizacion de un analisis de
este tipo, que permita la descripcion de la estructura genética de las poblaciones
circulantes de este parasito, pues esto podria estar influyendo en las

caracteristicas operativas de la gPCR evaluada en este estudio.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

En este estudio se observé que la gPCR evaluada tiene una sensibilidad similar a
la de los métodos convencionales de diagnostico de la estrongiloidiasis, aunque
tiene la ventaja de detectar de manera especifica bajas concentraciones de ADN
de S. stercoralis en muestras de materia fecal, sobre todo en las fases cronicas de
la infeccién, favoreciendo la instauracion de una terapia de desparasitacion
efectiva principalmente en pacientes con falla de la respuesta inmune de tipo
celular, quienes presentan mayor riesgo de desarrollo de complicaciones fatales
como el sindrome de hiperinfeccion y diseminacion del parasito. Sin embargo, se
debe lograr una mayor optimizacion de la técnica de extraccion de ADN para la
eliminaciéon de inhibidores de la amplificaciébn presentes en las muestras de
materia fecal, ademéas se debe mejorar la linealidad de la qPCR para que pueda
ser aplicada como método de diagndstico y cuantificacion de S. stercoralis. Otro
aspecto importante a evaluar debe ser la ejecucion de un método de
concentracion de las formas parasitarias de manera previa a la extraccion del ADN
gendomico, que permita aumentar la probabilidad de deteccion del parasito en los

casos de infecciones cronicas con cargas parasitarias bajas (70). Por ultimo,
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después de optimizar las condiciones técnicas mencionadas anteriormente, se
debera continuar con el proceso de validacion de la qPCR como método
diagnostico de la estrongiloidiasis realizando dicho analisis con un mayor tamafio
de muestra en los diferentes grupos evaluados. Es de resaltar que actualmente
este estudio también se esta desarrollando en un grupo de personas que se
encuentran en tratamiento inmunosupresor con dosis inferiores a 700mg de
prednisolona, hasta la fecha se han recolectado y procesado mediante los
métodos convencionales de diagnostico parasitolégico 17 muestras de materia
fecal y se continla en proceso de captacion de participantes, esto con el fin de
evaluar el comportamiento de la prueba en diferentes contextos epidemioldgicos y

clinicos que puedan dar mayor cuenta de la utilidad de la prueba.
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Tabla 1. Representacion de la posicion de los cebadores usados en este estudio
para amplificar segmentos parciales del gen 18S de la subunidad pequefia de
ARN ribosomal de S. stercoralis.

Tamarfio del Posicion en la Referencias
producto de Secuencias de los cebadores secuencia
amplificacion completa del
gen 18S ARNr
101 pb F:GAATTCCAAGTAAACGTAAGTCATTAGC 1548->1575 Basuni M, et al.,
R:TGCCTCTGGATATTGCTCAGTTC 1626<-1648 2011; Verweij JJ, et
al., 2009
244 pb F:ACCGTAAACTATGCCTACTAGA 090->1011 Janwan P, et al.,
R:AACCACTAAATCATGAAAGAGCTA 1209<-1232 2011;
Sonda ACACACCGGCCGTCGCTGC 1604->1622 Basuni M, et al.,
2011; Verweij lJ, et
al., 2009

>M84229.1|S stercoralis 18s ribosomal rna complete
acctggttgatcctgccagtagtcatatgcttgtctcaaagattaagccatgcatgtctaagtataaacaaattcatactgtgaaac
tgcgaatggctcattaaatcagttatagtttatttgatggtttcttgctacatggataactgtggtaattctagagctaatacatge
tkaaaagccccgacttctggaaggggtgtatttattagataaaaaaccaatgacttcgggcteccttggtgattcataataacttete
gaatcgcatggccttgcgeccggcgatgecttcattcaaatttectgeecctatcaactttecgatggtaggatagtggectaccatggtat
caacgggtaacggggaattagggttcgattccggagagggagcctgagaaacggctaccacatccaaggaaggcagcaggcgcgaaa
attacccaattttagttaaaagaggtagtgacgaaaaatgacaaccaaatattattattaatatttggattgaaaatcttcaagttt
aaatmaccttgttggtaaaggaaagggcaagtctggtgccagcageccgcggtaataccagetttccaagtgcataaaatgattgttyg
tggttaaaaagctcgtagttggattataaagattgtataatgagcatcttggatgttatttaatcattatcatcttatatttttatt
atattagaaataatataataactgtcactttgaataaatcagagggtttaaaccagacattatatgtttgtatggtctagcatggaa
taacactatagaaaaatttagtgtggtttcacttaatttttcatgattaataggaacaaacgggggcattcgtatcgctacgttaga
ggtgaaattcttggaccgtagcgagacgtcctactgcgaaagcatttgccaagaatgttttcattaatcaagaacgaaagttagagg
ttcgaaggcgatcagataccgccctagttctaACCGTAAACTATGCCTACTAGAtgtatgaattattagttataattatttatgcecat
cttctcggaaacgaaagtctttcggttccgggggaagtatggttgaaaagctgaaacttaaaggaattgacggaaggcaccaccagg
agtggagcctgcggcecttaatttgactcaacacgggaaaactcacccgggeccggacactataaggattgacagattga TAGCTCTTTC
ATGATTTAGTGGTTggtggtgcatggccgttecttagttecgtggatatgatttgtctggttgattccgataacgagcgagacttttat
gttatattaaatataattattttgtttattttaatataaataattaatattttaataacagattaatagtgtttaactatttgagag
agagcgataacaggtctgtgatgcccttagatgtccggggctgcacgegegectacaatgtagtgatcattatgttectgtttagaga
taaatgggtaaacattgaaaacattacgtaactgggagtgaaaattgcaattatttttcatgaacgagGAATTCCAAGTAAACGTAA
GTCATTAGCttacattgattacgtccctgecectttgtacacaccgeccecgtecgetgeccgGAACTGAGCAATATCCAGAGGCAggaag
agatgtaataaatttttaattttttttatattaaatccttccaatcgctgttgtttgaaccgggcaaaagtcgtaacaaggttttceg
taggtgaacctgcagaaggatcatca

En azul se sefialan los cebadores que amplifican un fragmento de 101pb en la
gPCR . En rojo los cebadores que amplican un fragmento de 244 pb usado en los
analisis de filogenia molecular y en verde la Sonda empleada en la gPCR
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Tabla 2. Valores de la media y mediana de la concentracion y del indice de pureza
del ADN expresado en la razén de absorbancia A260/A280, usando el protocolo
QlAamp DNA Stool Mini Kit QIAGEN® y QlAamp DNA Mini Kit de QIAGEN®
modificado.

DNA Stool Mini Kit QIAGEN® QlAamp DNA Mini Kit de QIAGEN®

Estadistico Concentracion Indice de pureza Concentracion  Indice de pureza
Media 22,0 2,1 20,4 1,77
Mediana 17 2,4 18 1,8

DE 24,36 0,59 9,4 0,13
Valor p 0,5512 0,028

DE: desviacion estandar.

Estadistico empleado U de Mann-Whitney.

Valor p<0,05; a). Valor p para la comparaciéon de la concentracion de ADN
obtenida por ambos metodos; b). Valor p obtenido al comparar el indice de pureza
(A260/A280) del ADN extraido con cada método.
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Tabla 3. Reactivos y concentraciones 6ptimas para la qPCR

Gradientes de Concentracion
Componente g i
concentracion probados final
TagMan® Universal PCR Master
Mix (AmpliTaq Gold® DNA
polimerasa, MgCI2, dNTPs, UDG y - 1X
colorante de referencia interna
ROX)
IPC mix 10x - 1X
IPC DNA 50X -- 1X
Cebador F ! 60nM-100nM-200nM 200nM
Cebador R? 60nM-100nM-200nM 200nM
Sonda Tagman? 100nM-250nM-300nM 200nM
BSA -- 0,1mg/pL
DMSO - 1%
DNA 13ng/pL-50ng/uL- 100ng

100ng/uL

IPC: (Internal positive control) control positivo interno, se emple6é con las
concentraciones sugeridas por el fabricante

57



Tabla 4. Sensibilidad analitica de la gqPCR empleando 8 diluciones seriadas de

DNA de larvas de S. stercoralis obtenidas de un cultivo puro.

Concentracion de ADN Diluciones Promedio de
obtenida a partir de 4 larvas seriadas amplificacion

(ng/pi) (Ct)

260 ng/100ul 0,2 31,23

0,4 30,67

0,6 30,41

0,9 29,93

2,6 24,61

6,8 23,92

10 23,90

13 23,78

Ct: valores umbral del ciclo de amplificacion obtenido para cada una de las

concentraciones empleadas
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Tabla 5. Especificidad analitica de la gPCR analizando muestras de heces que contienen

diferentes parasitos intestinales.

Con

pre.  oin Pre-
PCRe  GiribG
IPC
Parasitos intestinales detectados en examen Ct
Muestra : Ct Ct
directo de heces IPC
SF1  Strongyloides stercoralis 24 33 26
SF3  Strongyloides stercoralis 28 33 29
CN Mix+agua ultrapura 35 28 40
CN Mix+ agua ultrapura 35 28 40
Ancylostoma duodenale/Necator americanusy T.
1 trichiura, A. lumbricoides 35 28 38
2 Trichiuris trichiura y A. lumbricoides 35 28 38
Ancylostoma duodenale/Necator americanus, T.
3 trichiura 'y A. lumbricoides, H. nana 35 28 37
4 Ascaris lumbricoides 35 28 37
5 Hymenolepis nana 35 28 40
6 H. nana, T. trichiura y A. lumbricoides, G. intestinalis 35 28 40
7 Hymenolepis nana, A. Lumbricoides, T. trichiura 35 28 40
8 T. trichiura 35 28 37
9 H. nana, T. Trichiura, A. duodenale/N. americanus, 35 28 40
10 H. nanay T. trichiura 35 28 38
Entamoeba histolytica/ E. dispar, E. hatmanni, E. coli,
11 C. mesnilii 35 28 40
12 E. histolytica/ E. dispar, E. hatmanni, E. coli 35 28 38
lodamoeba butschli, Endolimax nana, A. lumbricoides,
13 T. trichiura, A. duodenale/N. americanus 35 28 39
A. lumbricoides, T. trichiura, E. histolytica/ E. dispar, .
14 butschli, H. nana 35 28 40
15 A. lumbricoides, G. intestinalis, E. coli, C. mesnilii 35 28 37
A. lumbricoides, H. nana, E. histolytica/ E. dispatr, I.
16 butschli, G. intestinalis 35 28 38

Ct: valores umbral del ciclo de amplificacion. IPC: control positivo interno de la reaccion.
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Tabla 6. Andlisis de reproducibilidad inter-observador del examen directo de heces y el

meétodo de Ritchie modificado.

Agentes etiologicos

Examen directo

Concentracion

Proporcion
Uno Dos
Por grupos
Protozoos 68,6 68,6
Helmintos 7,8 3,9
Patogenos 5,9 59
Comensales 68,6 66,7
Global
Infeccion general (+/-) 68,6 68,6
Poliparasitismo
(-11Sp/22Sp) 490 47l
Una especie 196 21,6
Dos especies 17,6 15,7
Tres especies 19,6 23,5
Cuatro especies 11,8 59
Cinco especies 0,0 2,0

Kappa

0,818
0,297
1,000
0,776
0,818

0,750

0,673

Phi

0,818
0,317
1,000
0,777

0,818
0,952
R

0,956
v

Proporcién
Uno Dos
68,6 725
9,8 2,0
5,9 5,9
68,6 70,6
68,6 725
54,9 49,0
13,7 235
176 17,6
235 21,6
11,8 7,8
2,0 2,0

Kappa

0,906
0,311
1,000
0,861
0,906

0,840

0,702

Phi

0,910
0,429
1,000
0,862

0,910
1,000
¥

0,957
¥

Uno: observador 1
Dos: observador 2

Phi: concordancia de independencia-azar
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Tabla 7. Caracteristicas epidemioldgicas de la poblacion estudiada

Variables Zona Rural Zona Urbana %
global
1. Caracteristicas demograficas y socio-econémicas
Edad en afios 18-29 43 23 51
30-44 23 9 25
> 45 5 20 19
Sin dato 3 3 4.7%
Sexo Hombre 32 14 37,5
Mujer 40 42 63,3
Sin dato 0 1 0,8
Nivel de educacién
Primaria 18 32 38
Secundaria 7 17 18,6
Técnico 0 1 0,8
Universidad 0 1 0,8
Ninguno 47 3 38,8
2. Condiciones higiénico-sanitarias
Agua potable para consumo
Si 1 20 16,3
No 70 35 81,4
Sin dato 1 2 2,3
Tipo de sanitario
Letrina 15 1 12,4
Sanitario 12 47 45,7
Otro 4 7 8,5
Ninguno 40 1 31,8
Sin dato 1 1 1,6
Origen del agua
Acueducto 0 19 14,7
Nacimiento 45 31 58,9
Tanque de agua 24 6 23,2
Otro 2 0 1,6
Sin dato 1 1 1,6
Tipo de piso de la vivienda
Tierra 25 10 27,1
Cemento 1 26 20,9
Baldosa 0 1 0,7
Madera 46 19 50,4
Sin dato 0 1 0,7
3. Antecedentes personales
Presenta diarrea con frecuencia
Si 45 27 55,8
No 26 28 41,9
Sin dato 1 2 2,3
Hierve el agua para consumo
Si 40 21 47,2
No 31 35 51,2
Sin dato 1 1 1,6
Convivencia con animales
Si 46 40 66,7
No 25 16 31,8
Sin dato 1 1 1,6
Acostumbra a caminar descalzo
Si 62 22 65,1
No 8 34 32,6

Sin dato 2 1 2,3




Tabla 8. Numero de muestras positivas para cada parasito, estratificadas segun el
grupo de individuos analizado y el método de diagndstico empleado.

Método de diagnéstico
1 2 345 1 2 3 465

Parasito Zona Rural Zona Periurbana
Nematodos

Strongyloides stercoralis O 3 006 0O 1 10 23
Ascaris lumbricoides 27 27 10 10

Trichuris trichiura 38 39 9 10

Necator americanus 9 0 13 0
Hymenolepis nana 9 10 5 3
Paragonimus spp 1 1 0 O

Protozoos

Entamoeba histolytica/E. dispar 23 27 15 17

E. hatmanni 9 7 8 15
Entamoeba coli 10 15 16 9

Endolimax nana 19 23 18 23
lodamoeba butschli 3 4 5 8

Giardia intestinalis 7 13 1 2

Chilomastix mesnilii 4 4 1 4

Cyclospora cayetanen<sis 1 0 0 O
Blastocystis spp 25 42 22 28

1: Examen directo de heces; 2: Ritchie modificado; 3: Cultivo en placa de agar;
4. Harada—Mori; 5: gPCR.
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Tabla 9. Tabla de resultados obtenidos en la gqPCR para las muestras de materia fecal

evaluadas.
Caodigo Ct Codigo Ct Caodigo Ct Caodigo Ct
Al 34 H1 40 S3 36 N7 29
A2 39 H2 40 S4 34 N8 28
A3 39 H3 37 S6 35 N10 29
A4 34 H4 40 S7 35 N11 39
A5 38 H5 40 S8 35 N12 29
A6 38 H6 39 S9 38 N13 29
A7 40 H7 39 S10 40 N14 28
A8 34 H8 37 Sl11 35 N15 28
A9 33 H9 40 S12 40 N16 28
A10 34 H10 40 S13 38 N17 29
Bl 38 11 40 S14 36 N18 28
B2 40 12 37 S15 40 N19 29
B3 34 13 40 S16 37 N20 40
B4 31 14 36 S17 40 N21 32
B5 30 15 40 S18 34 N22 28
B6 37 16 33 S19 40 N23 28
B7 37 17 40 M1 28 N24 28
B8 40 18 28 M2 33 N25 28
B9 40 19 29 M3 40 N26 29
F1 38 110 29 M4 29 N28 38
F2 39 J1 40 M5 32 N29 33
F3 40 J2 34 M6 40 N30 32
Gl 37 J3 37 M7 40 N31 38
G2 38 Ja 40 M8 34 N32 33
G3 39 J5 40 M9 38 N33 29
G4 37 J6 39 M10 40 N34 29
G5 40 J7 37 N1 29 N35 29
G6 34 J8 38 N2 40 N41 28
G7 40 J9 29 N3 40 N45 31
G8 34 J10 34 N4 38 N46 39
G9 40 S1 39 N5 26 N47 33
G10 40 S2 38 N6 28
Controles Positivos
SF1 23 SF 2 28 SF3 29 SF4 29

Ct: valor umbral del ciclo de amplificacion. Los codigos de la A-S corresponden a muestras
de materia fecal provenientes de la zona rural del Choc6; M1-M10 muestras de la zona
periurbana del Choco; muestras N1-N47 de la zona periurbana del municipio de Medellin.
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Tabla 10. Estimacion de las caracteristicas operativas de la gPCR.

Parametro Valores obtenld_gs IC 95%
de la comparacion

de las pruebas (%)

Sensibilidad 75,0 20,07-100
Especificidad 79,2 71,68-86,72
Valor predictivo positivo 10,3 0,0-23,15
Valor predictivo negativo 99,0 96,55-100
Proporcion de falsos positivos 20,6 14,5-28,5
Proporcién de falsos negativos 25,0 4,6-69,9
Exactitud 79,2 71,5-85,3
Odds ratio diagnéstica 11,54 1,15-115,55
indice J de Youden 0,54

CPP o LR(#+) 3,61 1,86-6,98
CPN o LR(-) 0,32 0,06-1,73
Probabilidad pre-prueba

(Prevalencia) 3,1%

indice de validez 79,07 71,66-86,48

CPP: cociente de probabilidad positiva; CPN: cociente de probabilidad

negativa; LR: likelihood ratio
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Figura 1. Mapa de las zonas muestreadas en el departamento del Chocé (en verde) y
en el departamento de Antioquia (en amarillo).
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Ciclo de ampilificacion

Figura 2. Curva de amplificacion (Ct) de un control positivo para S. stercoralis extraido
con QlAamp DNA Mini Kit de QIAGEN® y DNA Stool Mini Kit QIAGEN®. Valores del
ciclo de amplificacién. A. curva de amplificacion de un control positivo extraido con
QlAamp DNA Mini Kit de QIAGEN® (Ct=28) y el Ct del IPC (Ct=29). B. curva de
amplificacion del mismo control positivo extraido con DNA Stool Mini Kit QIAGEN®
(Ct=35) y el Ct del IPC (Ct=36).
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Figura 3. Curva estandar para determinar la eficiencia de la gPCR



Ampbic o0 Pk

300 A
- 24,8ng/ul
- 2,48ng/ul
200 0,0248ng/ul
g L 2,48X10°ng/pl
1%
125 2,48X10’9ng/u|
oo 2,48X10%ng/pl
07s:
os 2,48X10"°ng/pl
025+
o000
228
30 285
a8 B 28 c
e 200
w 175
1784 Lo
&0 § 12

Ct promedio DE
20,79 0,08
23,33 0,24
26,73 0,27
29,16 0,15
129,58 | | 022 ]
29,83 0,15
29,76 0,05
o

Figura 4: Curvas de amplificacion de diluciones

de

los controles positivos,

concentracion inicial 24,8ng/uL concentracion final 2,48x101° ng/uL. Ct: Valores del
ciclo umbral de amplificacién. En A, B y C se muestras las curvas de amplificacion
correspondientes a reacciones corridas en tres dias diferentes. Cada color representa
a una concentracion de la muestra. También se observa los valores de Ct promedio y la

desviacion (DE) estandar de cada uno.
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Figura 5. Frecuencia de parasitismo Global estimada mediante métodos de

diagndstico parasitolégicos tradicionales.
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Figura 6. Dendograma obtenido por consenso para las secuencias parciales del gen

18S de RNA ribosomal de este estudio y reportadas en el NCBI, mediante andlisis de

maxima verosimilitud basado en el modelo JC. El valor sobre las ramas indica el

porcentaje de Bootstrap (1000 pseudoreplicas).
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Figura 7. Dendograma obtenido por consenso para las secuencias parciales del gen
18S de RNA ribosomal obtenidas en este estudio y reportadas en el NCBI, usando
Inferencia Bayesiana basada en el modelo JC. El valor sobre las ramas indica la

probabilidad a posteriori.
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