Actualizacién

senciliez de ejecucion
[ vl e— |
—

DIARREA DEL VIAJERO pdg. 47

Enfermedades infecciosas
tropicales y tracto gastrointestinal

PARASITOSIS AUTOCTONAS pdg. 53

INMIGRACION Y PARASITOSIS pig. 60

Diagnostico de las parasitosis
intestinales. Aplicacion de nuevas

herramientas

TERESA GARATE E ISABEL DE FUENTES

Servicio de Parasitologia. Centro Nacional de Microbiologia.
Instituto de Salud Carlos III. Majadahonda. Madrid. Espafia.

Los pardsitos intestinales, protozoos y hel-
mintos, utilizan el intestino del hombre para
su desarrollo. Generalmente, son agentes in-
fecciosos cosmopolitas, con mayor prevalencia
en dreas tropicales y subtropicales, frecuente-
mente se presentan asociados (poliparasitacio-
nes), ocasionan serios problemas de salud en
las poblaciones afectadas, especialmente en ni-
fios y en individuos inmunocomprometidos, y
se consideran marcadores de pobreza y escasa
higiene.

Tradicionalmente, su diagndstico se ha reali-
zado a partir del examen microscépico de he-
ces del paciente, mediante el aislamiento y la
identificacién de las formas parasitarias que se
eliminan. Estas determinaciones, atin siendo
en ocasiones especificas, muestran pobre sen-
sibilidad, sélo permiten el diagnéstico de la
infeccion aguda y patente, exigen la toma de
muestras seriadas, son muy laboriosas y re-
quieren especializacién del analista. En los l-
timos afios, el avance en el estudio molecular
de estos parisitos y la investigacién de la res-
puesta inmunitaria especifica del paciente,
junto con el empleo de las nuevas metodolo-
gias diagndsticas, han posibilitado el desarro-
llo de sistemas de deteccién mds eficaces que
apoyan al clinico, permiten el seguimiento de
los tratamientos y facilitan los estudios epide-
mioldgicos necesarios para su control (fig. 1).

Diagnéstico de
protozoos intestinales

Los grupos de protozoos intestinales mds im-
portantes, con las especies relevantes, son:
amebas (Entamoeba histolytica), Blastocystis ho-
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minis, flagelados (Giardia lamblia), ciliados
(Balantidium coli), coccidios (Cryptosporidium
spp., Cyclospora cayetanenesis, Isopora belli, Sar-
cocystis spp.) y microsporidios.

Los avances realizados en el diagnéstico son
variables, y son significativos en el caso de las
especies mds sobresalientes, como E.
histolytica, G. lamblia 'y Cryptosporidium spp., y
no tan destacados en las otras citadas. De for-
ma global, se han realizado mejoras tanto en
el diagnéstico inmunolégico como molecular.
Asi, en el diagnéstico inmunoldgico cabe citar
la deteccién de coproantigenos, o aislamiento
de antigenos parasitarios eliminados en heces
utilizando anticuerpos especificos, monoclo-
nales o sueros policlonales, que reconocen
moléculas de secrecién, superficie, o pared de
las especies estudiadas’* En general, estos an-
ticuerpos se inmovilizan sobre un soporte sdli-
do, con frecuencia placas de ELISA®, mem-
branas inmunocromatogrificas?, y otros
materiales inertes. La caracterizacién de co-
proantigenos presenta las ventajas siguientes:
a) permite en algunos casos la distincién de
especies isomorficas del mismo género (E. Ais-
tolytica —patdgena—/Entamoeba dispar —no pa-
tégena—); &) tiene excelente sensibilidad y es-
pecificidad; ¢) no requiere personal
experimentado para su desarrollo, y d) posibi-
lita el cribado de gran nimero de muestras,
como sucede en los brotes de las enfermeda-
des en estudio’. Ademis, en los tGltimos afios
se han desarrollado prototipos que admiten la
deteccién simultdnea de 2 o, incluso, las 3 es-
pecies mencionadas*®. Recientemente, se ha
producido una mejora significativa con la
puesta a punto de un ensayo para el diagndsti-
co répido de antigenos de E. histolytica en he-



ces’, asi como con la produccién de una prue-
ba inmunocromatogrifica cualitativa en fase
sélida no enzimitica, Simple-Read, que per-
mite la deteccién en un corto periodo de G.
lamblia®.

Por otra parte, hay que indicar que el diagnds-
tico por coproantigenos también presenta as-
pectos negativos, como la obligacién de em-
plear heces frescas o congeladas en la mayoria
de las ensayos citados**, y, en ocasiones, la ne-
cesidad de examinar mds de una muestra para
conseguir un resultado concluyente’. También
en el campo de las pruebas inmunolégicas, se
deben comentar las novedades que se han
producido en el diagnéstico serolgico de las
protozoosis intestinales. Asi, la deteccién de
anticuerpos séricos se utiliza en el diagndsti-
co de amebiasis invasiva, colitis y absceso he-
pitico, como complemento de otro tipo de de-
terminaciones, ya que sélo la presencia de
anticuerpos no permite distinguir entre una in-
feccion presente o pasada’. El método mis uti-
lizado es el ELISA de deteccién de anticuerpos
antilectina Gal/GalNAc, con una sensibilidad
que puede alcanzar el 100% en el diagnéstico
del absceso™®. En el caso de Cryprosporidium, se
ha demostrado la utilidad en la deteccién y se-
guimiento de la parasitosis' de la determina-
cién sérica de anticuerpos contra 2 antigenos,
127 y 17-kDa, y se sigue discutiendo sobre el
interés de este tipo de ensayos en el diagnéstico
de giardiasis humana'?. Con respecto al estudio
de marcadores especificos —antigenos— de los
protozoos en el suero de los pacientes parece
una solucién prometedora, aunque todavia se
encuentra en fase de investigacién. También
hay que mencionar la utilidad del diagnéstico
inmunolégico cuando la muestra que llega al
laboratorio es una biopsia intestinal, identifi-
candose el pardsito mediante anticuerpos espe-
cificos y técnicas de inmunohistoquimica.

En el campo de la biologia molecular, gracias
a la caracterizacion del genoma de estos orga-
nismos, se han disefiado diferentes protocolos
de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), PCR multiple, PCR-RFLP (polimor-
fismo del tamafio de fragmentos de restric-
cién) y PCR en tiempo real, pricticamente
para cada uno de los protozoos mencionados,
bien para su diagndstico en pacientes o para su
identificaciéon a nivel de especie, genotipo o
cepa, segun los casos'> Y, incluso para la detec-
cién conjunta de E. histolytica, G. lamblia 'y
Cryptosporidium spp.’®. Ademds, para superar
los defectos que presenta la amplificacién ge-
némica tradicional, como la posibilidad de ob-
tener falsos positivos por la amplificacién
inespecifica de fragmentos de dcido desoxirri-
bonucleico (ADN) irrelevantes o, por el con-
trario, falsos negativos debido al no reconoci-
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miento de la secuencia diagndstica por pre-
sencia de inhibidores, la introduccién de la
tecnologia de microarray con oligonucleétidos
inicia una nueva etapa en el diagndstico para-
sitario'®®. Los microarrays combinan el poder
de las estrategias de amplificacién con la hi-
bridacién ulterior con oligonucleétidos especi-
ficos para multiples secuencias diana de uno o
varios protozoos pardsitos. En este sentido, se
debe citar el trabajo realizado por Wang et al®
(2005), quienes por la metodologia de microa-
rrays consiguen simultdneamente detectar y
diferenciar las especies patégenas humanas
mds importantes de Entamoeba, Giardia y

Cryptosporidium.

Diagnéstico de
helmintos intestinales

Los grupos de helmintos pardsitos mds im-
portantes, con las caracteristicas y las especies
mis relevantes, son: cestodos (planos y acinta-
dos, Diphyllobotrium latum, Taenia solium, Tae-
nia saginata, 1! saginata asiatica, Hymenolepis
nana, Hymenolepis diminuta, Dipylidium cani-
num); trematodos (planos y folidceos, Fascio-
lopsis buski, Echinostoma ilocanum, Heterophyes
heterophyes, Metagonimus yokogawai, Gastrodis-
coides hominis); nematodos (redondos y alarga-
dos, Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicula-
ris, Trichuris trichiura, Capillaria philippinensis,
Ancylostoma duodenale, Necator americanus,
Trichostrongylus spp., Strongyloides stercoralis,
Strongyloides fuelleborni). Mientras que cesto-
dos y nematodos presentan en general una
distribucién geografica amplia, en el caso de
los trematodos es mds variada, algunos cos-
mopolitas y otros restringidos a regiones del
Sudeste Asidtico?, dato que orienta a la hora
de dirigir el diagnéstico.

Los avances llevados a cabo en la deteccién de
este amplio conjunto de pardsitos intestinales
no es uniforme, dependiendo de la especie, v,
en general, las mejoras logradas, tanto en el
diagnéstico inmunolégico como molecular, no
son tan significativas como en el caso de los
protozoos revisados. Asi, hay que destacar que
muchos helmintos se siguen detectando bési-
camente mediante estudios coprolégicos de
muestras seriadas?, para asegurar, segun las
especies, el aislamiento de las formas de dis-
persion (huevos, larvas, e incluso adultos), y el
andlisis cuidadoso de su morfologia caracteris-
tica. También, hay técnicas especiales que se
adaptan a la biologia de los helmintos (cinta
de Graham, Baerman, cultivos)*'. En relacién
con el diagnéstico inmunolégico, la deteccién
de coproantigenos se emplea principalmente
en estudios epidemioldgicos de teniasis (7 so-
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Lectura rapida
v

Los parasitos intestinales,
protozoos y helmintos,
utilizan el intestino del
hombre para su desarrollo.
Son agentes infecciosos
cosmopolitas, mas
frecuentes en areas
tropicales y subtropicales,
que se presentan asociados
(poliparasitaciones),
ocasionan serios problemas
de salud en las poblaciones
afectadas, especialmente
ninos e individuos
inmunocomprometidos, y se
consideran marcadores de
pobreza y escasa higiene.

Su diagndstico tradicional

se realiza por examen
microscopico de heces

del paciente, mediante

el aislamiento y la
identificacion de las formas
parasitarias que se eliminan.
Estas determinaciones
muestran pobre sensibilidad,
so6lo permiten el diagnéstico
de la infeccién aguda y
patente, exigen la toma de
muestras seriadas, son muy
laboriosas y requieren
especializacion del analista.

Los grupos de protozoos
intestinales mas
importantes, con las
especies relevantes, son:
amebas (Entamoeba
histolytica), Blastocystis
hominis, flagelados (Giardia
lamblia), ciliados
(Balantidium coli), coccidios
(Cryptosporidium spp.,
Cyclospora cayetanenesis,
Isopora belli, Sarcocystis
spp.) y microsporidios.

Los avances realizados en
el diagnéstico de protozoos
intestinales son variables, y
son significativos en el caso
de las especies mas
sobresalientes, como E.
histolytica, G. lamblia y
Cryptosporidium spp.
Globalmente, se han
realizado mejoras tanto en
el diagndstico inmunoldgico
como molecular.
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En el diagndstico
inmunoldgico cabe citar la
deteccion de coproantigenos,
0 aislamiento de antigenos
parasitarios eliminados en
heces utilizando anticuerpos
especificos, monoclonales o
sueros policlonales, que
reconocen moléculas Unicas
de las especies estudiadas.

En el campo de la biologia
molecular, gracias a la
caracterizacion del genoma
de estos protozoos, se han
disefiado diferentes
protocolos de reaccion en
cadena de la polimerasa
(PCR), PCR multiple, PCR-
RFLP (polimorfismo del
tamano de fragmentos de
restriccion) y PCR en tiempo
real, practicamente para cada
uno de los protozoos de
interés en salud publica, bien
para su diagndstico en
pacientes o para su
identificacién a nivel de
especie, genotipo o cepa
segun los casos, incluso para
la deteccién conjunta de E.
histolytica, G. lamblia'y
Cryptosporidium spp.

Los grupos de helmintos
parasitos mas importantes,
con las caracteristicas y las
especies mas relevantes,
son: cestodos (planos y
acintados) trematodos
(planos y foliaceos), y
nematodos (redondos y
alargados). Mientras que los
cestodos y los nematodos
presentan en general una
distribucién geografica
amplia, en el caso de los
trematodos es mas variada,
algunos cosmopolitas y otros
restringidos a regiones del
Sudeste Asiatico, dato que
orienta a la hora de dirigir el
diagnéstico.

Figura 1. Esquema general del diagndstico de parasitosis intestinales. ADN: dcido desoxirribonucleico;
ELISA-Ag: enzimoinmunoandlisis de captura de antigeno; IFD: inmunofluorescencia directa;

IFI: inmunofluorescencia indirecta; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; RELP: polimorfismo
del tamario de fragmentos de restriccion. *Heces frescas o congeladas para el diagndstico de algunas

especies.
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lium y T. saginata)®, ensayos caracterizados
por su sensibilidad y por permitir la deteccién
de estados prepatentes de la parasitosis y el se-
guimiento del tratamiento en los pacientes,
aunque muestran una especificidad pobre al
no distinguir entre los 2 grandes ténidos del
hombre. Para el resto de helmintos intestina-
les no hay la opcién del diagnéstico por co-
proantigenos, aunque en el caso de los equi-
nostémidos®?* y ancilostémidos® ya se ha
descrito su desarrollo y aplicacién a modelos
experimentales y se espera que pronto se utili-
cen para el diagnéstico humano de los parési-
tos citados. En cuanto a los ensayos serolégi-
cos mediante deteccién de anticuerpos
especificos en pacientes, el nivel de desarrollo
de las pruebas es muy variable, siendo poco
frecuente la disponibilidad de sistemas y, si
existen, generalmente no estdn suficientemen-
te contrastados para su empleo en el diagnds-
tico rutinario de helmintiasis humanas. De to-
das las opciones, merecen destacar las
descritas en teniasis y estrongiloidiasis. En
1999, Wilkins et al* pusieron a punto un iz-
munoblot con productos de excrecidon/secre-
cién de adultos de 77 solium, que presenté ex-

celente especificidad y sensibilidad (E/S) en la
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secuenciacion,
microarrays con oligos

deteccién de teniasis, aunque después no se
haya utilizado; el mismo grupo de investiga-
ci6n? clond, afios después, alguno de los pro-
ductos E/S empleados. En relacién con es-
trongiloidiasis, cabe mencionar las mejoras
que se han realizado dltimamente, con ensa-
yos serolégicos ELISA y dipstick para detectar
inmunoglobulinas G especificas, con rango de
sensibilidad entre el 83 y el 93% y especifici-
dad del 95-97%%. Con respecto a la evalua-
ci6én de antigenemia para el diagnéstico de
helmintiasis intestinales que, como ya se ha
adelantado, se trata de un ensayo con el po-
tencial de poner de manifiesto infecciones
presentes, sigue sin producirse avances desta-
cables, aunque se espera un cambio radical en
el futuro. La biologfa molecular ha tenido un
impacto positivo en la identificacién de los
helmintos intestinales y, de manera especial,
los métodos relacionados con la amplificacién
del ADN genémico en los diferentes protoco-
los de PCR ya indicados. Si bien los ensayos
desarrollados no se han transferido todavia a
los laboratorios de microbiologia de los hospi-
tales, se emplean, por ejemplo, en estudios
epidemioldgicos de cestodos ténidos®*, utili-
zando como secuencia diana secuencias ribo-
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En este tratamiento diagndstico también des-
taca, entre otros, los trabajos desarrollados pa-
ra: a) distincién de huevos de trematodos
(Fasciola hepatica'y F gigantica) mediante and-
lisis de sus ADN utilizando PCR-RFLP33; 5)
estudios epidemiolégicos sobre ascariasis em-
pleando AFLP (polimorfismo de tamafios de
fragmentos amplificados) y PCR-RFLP%*, o
PCR en tiempo real®, y ¢) diagnéstico dife-
rencial de huevos de Ancylostoma'y Necator’®'.
Para terminar, hay que mencionar que los pa-
risitos, cuyo diagndstico acabamos de revisar y
que se resume en el esquema incluido, desa-
rrollan efectos multiples en el tracto gastroin-
testinal de individuos inmunocomprometidos.
Asi, muchos de los protozoos mencionados
son agentes causales de importantes diarreas
en pacientes inmunodeprimidos y los helmin-
tos estidn siendo centro de diversos estudios
inmunolégicos para tratar de descifrar las
complejas interacciones entre estas especies y
el virus de la inmunodeficiencia humana, o
para determinar el posible empleo de trata-
miento con helmintos en el tratamiento de
enfermedades gastrointestinales, como la en-

fermedad de Crohn?®.
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Los avances llevados a
cabo en la deteccion de
helmintos intestinales no
son uniformes. Asi, hay que
destacar que muchos
helmintos se siguen
detectando basicamente
mediante estudios
coproldgicos de muestras
seriadas, para asegurar,
segun las especies, el
aislamiento de las formas
de dispersion, y el andlisis
cuidadoso de su morfologia
caracteristica. También, hay
técnicas especiales que se
adaptan a la biologia de los
helmintos.

La deteccion de
coproantigenos en
helmintiasis se emplea
principalmente en estudios
epidemioldgicos de teniasis
(T soliumy T. saginata).
Para el resto de helmintos
intestinales no hay la opcion
del diagndstico por
coproantigeno, aunque

en el caso de los
equinostémidos y
ancilostémidos ya se ha
descrito su desarrollo

y aplicacion a modelos
experimentales.

Los ensayos serolégicos
en el diagndstico de
helmintiasis, mediante la
deteccién de anticuerpos
especificos en pacientes,
presentan un nivel de
desarrollo escaso. De todas
las opciones reportadas,
merecen destacar las
descritas en teniasis

y estrongiloidiasis.

La biologia molecular ha
tenido un impacto positivo
en la identificacion de los
helmintos intestinales y,
de manera especial, los
métodos relacionados con
la amplificacion del acido
desoxirribonucleico
gendmico.
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Los autores desarrollan un ELISA
home made y un dipstick con
antigenos del estrongilido humano,
y lo ensayan con una coleccion de
sueros de pacientes con
estrongiloidiasis confirmada, asi
como una coleccion de sueros de
pacientes con diferente tipo de
infecciones, sueros de pacientes con
procesos autoinmunitarios y suero
de individuos sanos. También
emplea como controles otros
ensayos seroldgicos comerciales.
Como conclusion indican que las
pruebas diagndsticas empleadas
son adecuadas para la deteccion
especifica y sensible de

estrongiloidiasis intestinal

y cutanea. [
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