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RESUMEN: Strongiloides stercoralis es un pardsito nematodo de
distribucién global y el principal agente causal de la estrongiloidiasis. La
infeccidn crénica presenta un curso asintomaético, sin embargo, puede
producir sindrome de hiperinfeccién en pacientes inmunodeprimidos. En la
actualidad, la falta de un diagnéstico estandarizado genera una subestimacién
de la prevalencia de la enfermedad. El andlisis coprolégico, considerado
como el gold-standard, presenta una muy baja sensibilidad. Una alternativa
es el método LAMP especifico y sensible parala deteccion de S. stercoralis,
el Strong-LAMP. En el presente estudio, se ha utilizado un total de 100
muestras de heces recolectadas de una poblacién de Porto Iguazd, Misiones
(Argentina) y almacenadas en papel de filtro hasta su analisis. Cuando se
aplicé el Strong-LAMP para la deteccion de ADN de Strongyloides spp.,
hasta 39 muestras (39 %) resultaron positivas, incluyendo 5 positivas al
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analisis coprolégico, frente a 7 muestras (7 %) positivas obtenidas por
analisis parasitoldgico. Por tanto, el Strong-LAMP ha demostrado ser
un método mds sensible para la deteccién de Strongyloides stercoralis
en muestras de heces almacenadas en papel de filtro que los métodos de
diagndstico parasitoldgicos y podria utilizarse en combinacién con los
métodos parasitolégicos en dreas endémicas para establecer con mayor
fiabilidad la prevalencia real de la enfermedad.

Palabras clave: Estrongiloidiasis; Strong-LAMP; diagnéstico molecular;
muestras de heces; papel de filtro.

ABSTRACT: Strongiloides stercoralis is a nematode globally distributed
and the chief causative agent of human Strongyloidiasis. Chronic infection
is clinically asymptomatic, but, it can cause Hyperinfection Syndrome
in immunocompromised patients. At present, the lack of a standardized
diagnosis generates an underestimation of the prevalence of the disease.
Coprological test, considered as the gold-standard, has a very low sensitivity.
An alternative is the specific and sensitive LAMP method for the detection
of S. stercoralis, the Strong-LAMP. In the present study, it have been used
a total of 100 stool samples collected from a population of Porto Iguazd,
Misiones (Argentina) and stored on filter paper until analysis. When Strong-
LAMP was applied for the detection of Strongyloides spp. DNA, up to 39
samples (39 %) were positive, including 5 positive obtained by coprological
test, compared to 7 positive samples (7 %) obtained by parasitological test.
Therefore, Strong-LAMP has demonstrated more sensitive method for the
detection of Strongyloides stercoralis in stool samples stored in filter paper
than parasitological diagnostic methods and could be used in combination
with parasitological methods in endemic areas to establish with greater
reliability the real prevalence of the disease.

Keywords: Strongyloidiasis; Strong-LAMP; molecular diagnosis; stool
samples; filter paper.

1. INTRODUCCION

La estrongiloidiasis es una parasitosis humana causada por el nematodo
Strongyloides stercoralis; se han descrito infecciones también por S. fuelleborni
fuelleborni en Africay S. fuelleborni kellyi en Paptia Nueva Guinea (King et al.,
2004). S. stercolaris es un pardsito que se transmite por el suelo (geohelminto), con
un ciclo de vida particular y muy complejo en el que se presentan dos formas de
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transmision: heteroinfeccion (transmisién mediante la penetracién transcutdnea
de larvas filariformes) y autoinfeccién (transformacion en el intestino grueso de
larvas rabditiformes en larvas filariformes). La autoinfeccién es una caracteristica
bioldgica exclusiva del género Strongyloides spp. (Faust et al., 1983).

Se estima una prevalencia global de aproximadamente 30-100 millones de
personas infectadas con S. stercoralis a nivel mundial, presentando una distribucién
cosmopolita, fundamentalmente en dreas tropicales y subtropicales de América
del Norte y del Sur, Asia y Africa subsahariana (Schir et al., 2013). Actualmente
la estrongiloidiasis estd considerada por la OMS como una de las 20 enfermedades
olvidadas o desatendidas (Neglected Tropical Diseases; NTDs) (https://www.
who.int/intestinal_worms/epidemiology/strongyloidiasis/en/).

Las manifestaciones clinicas de la estrongiloidiasis dependen de la etapa de
invasion y desarrollo del parisito, de su capacidad de autoinfeccion y del estado
mmunologlco del paciente, pudiendo aparecer como una infeccién aguda, una
infeccién crénica, producir el sindrome de hlperlnfecaon y/0 una infeccién
diseminada. La estrongiloidiasis aguda es poco comtin y suele presentarse en
viajeros que regresan de una zona endémica, con dermatitis pruriginosa (por la
penetracion de larvas por la piel), neumonitis con tos y expectoracion (al pasar las
larvas por los pulmones) y fiebre. Cuando los parésitos alcanzan el intestino se
produce dolor gastrointestinal acompanado de diarrea, nduseas y, ocasionalmente,
vomitos. La estrongiloidiasis cronica suele ser asintomdtica, aunque también puede
presentar una sintomatologfa leve o moderada, con manifestaciones gastrointesti-
nales, pulmonares, cutineas y eosinofilia (presente en el 75 % de los pacientes). En
individuos inmunosuprimidos puede producirse el sindrome de hiperinfeccién al
producirse la migracion de las larvas, con manifestaciones intestinales y pulmonares
mds graves, fiebre, debilidad y con mayor ndmero de larvas en heces y también en
esputo. Los factores de riesgo mds importantes son, entre otros, los tratamientos
inmunosupresores por anti- NF, corticoesteroides, trasplantes de 6rganos sélidos
o hematopoyéticos, cincer e infeccion por HTLV-1 (Schir et al., 2013). Las larvas
pueden atravesar la barrera hematoencefilica produciendo encefalitis y tasas de
mortalidad de hasta el 87 %. Llegados a este punto, habitualmente el tratamiento
utilizado para la estrongiloidiasis ya no es efectivo (Buonfrate et al., 2015), por
ello, es esencial un cribado de individuos con sospecha de posible estrongiloidiasis
antes de un tratamiento inmunosupresor (Schir et al., 2013).

El tratamiento de eleccidn de la estrongiloidiasis se realiza con Ivermectina
200 pg/kg/dia durante dos dias; el alternativo con Albendazol 400 mg cada 12
horas durante dos dias (Henriquez-Camacho et al., 2016).

El método de diagnéstico de referencia (. gola’ standard) es la observacién al
mlcroscoplo de larvas rabditiformes en preparaciones de muestras fecales utili-
zando la técnica de Baerman (Buonfrate ez al., 2015). La problematica de este
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método es que presenta una muy baja sensibilidad (<30 %) (Montes er al., 2010)
y requiere en ocasiones de muestras seriadas (Buonfrate ez al., 2015). Los métodos
serolégicos presentan problemas de especificidad. Los métodos moleculares estan
basados en la PCR, poco estandarizados, caros y técnicamente complejos de
realizar. Una alternativa es la técnica de amplificacion isotérmica de dcidos nucle-
icos tipo LAMP (Loop-mediated isothermal amplification) descrita por Notomi
et al. (2000). El método LAMP se basa en el principio de sintesis de ADN por
desplazamiento de cadena, llevado a cabo por una Bst polimerasa con elevada
actividad de desplazamiento (Bacillus stearothermophylus) a temperatura entre
60-65 °C, y un sistema de 4 o 6 cebadores: dos internos, Forward Inner Primer
(FIP) y Backward Inner Primer (BIP); dos externos (F3 y B3), y, opcionalmente,
2 cebadores bucle o loop primers (FLP y FLB), disefiados para acelerar la reaccién
mediante la unién adicional a sitios no accesibles a los cebadores internos. En total,
se reconocen 6 a 8 secuencias distintas en el ADN diana, confiriendo a la técnica
una gran especificidad. Las ventajas fundamentales que presenta este método con
respecto a otros métodos moleculares son que no requiere aparataje sofisticado,
ya que puede realizarse en un simple termobloque, y que la visualizacién de los
resultados se realiza por cambio de color o aparicion de turbidez (Li et al., 2017).

En el Centro de Investigacién de Enfermedades Tropicales de la Universidad de
Salamanca (CIETUS), se ha desarrollado previamente un método LAMP para la
deteccion sensible y especifica de ADN de Strongyloides spp. (Strong-LAMP). Se
ha comprobado su funcionamiento en un modelo experimental de infeccidn en el
laboratorio y, hasta la fecha, también con éxito en un reducido niimero de muestras
de heces de pacientes (Fernandez-Soto et al., 2016).

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo general

Aplicacién y valoracién del método Strong-LAMP en muestras de heces de
poblacién de Porto Iguazi, Misiones, Argentina, conservadas en papel de filtro.
2.2. Objetivos especificos

1. Obtencién de ADN de larvas 3 de S. venezuelensis.
2. Extraccién de ADN de muestras de heces conservadas en papel de filtro.
3. Anilisis de las muestras mediante Strong-LAMP.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Muestras de heces de pacientes

Se han utilizado 100 muestras de heces recolectadas de poblacion residente en
barrios periurbanos y/o comunidades selvéticas de desmonte de Puerto Iguazi
en el Departamento de Iguazt (Provincia de Misiones) (Figura 1), dentro de un
proyecto de investigacién financiado por la Fundacién Mundo Sano y realizado
durante los afios 2017-2019.

Ficura 1. Mapa de Argentina mostrando la zona de estudio
Ubicacién geogréfica de la provincia de Misiones y de la aldea Fortin Mbororé

-

Misiones

Puerto Iguazda

3.2. Obtencion del ADN de las muestras
3.2.1. Obtencién y preparacion de ADN de Strongyloides venezuelensis

Como control positivo de amplificacion en las reacciones de Strong-LAMP
se utilizé6 ADN de larvas L3 de S. venezuelensis, cuyo ciclo biolégico se mantiene
en ratas Wistar infectadas experimentalmente en el CIETUS. Para la extraccién
del ADN a partir de las larvas se utiliz6 el kit comercial Nucleo Spin Tissue Kit
(Machery-Nagel), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, se
midi6 la concentracién del ADN obtenido en un espectrofotémetro NanoDrop
(ND-1000) y se ajusté a una concentracién final de 5 ng/pL. El ADN obtenido
(2 pL) se utiliz6 como control positivo de las distintas reacciones realizadas.
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3.2.2. Obtencién y preparacion de ADN de heces conservadas en papel de filtro

Tras la recoleccion de las muestras de los pacientes, se tomé una porcién
de cada una y se extendi6 en un papel de filtro (10 x 2 cm), se dejé secar al aire,
se dobl6 a la mitad y se envolvi6 individualmente en papel de aluminio para su
conservacion a temperatura ambiente hasta que fueron remitidas al CIETUS.

La extraccidn y obtencién de ADN se llevé a cabo siguiendo la metodologia
descrita por Cevallos er al. (2018) para muestras de heces conservadas en papel de
filtro. Se utiliz6 un kit comercial: i-genomic Stool DNA Extraction Mini Kit (Intron
Biotechnology), siguiendo las instrucciones del fabricante. El ADN obtenido (2 pL)
se utiliz6 como molde en las reacciones de amplificacién mediante Strong-LAMP.

3.3. Analisis parasitologico de muestras de heces

En el laboratorio de la Sede Operacional de Mundo Sano (Puerto Iguazu) se
realizé un andlisis microscopico de las 100 muestras para la posible deteccion de
formas parasitarias, incluyendo protozoos y geohelmintos. Para la deteccién de
S. stercoralis, ademds, se realizé la técnica de Baerman para la recuperacién de
larvas (Baermann, 1917).

3.4. Analisis molecular de muestras de heces mediante Strong-LAMP

Todas las muestras de heces incluidas en el estudio se analizaron mediante el
método LAMP descrito y puesto a punto previamente en el CIETUS: el Strong-
LAMP (Fernandez-Soto et al., 2016). La mezcla de reaccién utilizada se indica
en la Tabla 1. Todas las reacciones se incubaron durante 60 min a 63 °C en un
termobloque K Dry-Bath®, mds 10 min a 80 °C para desactivar la enzima y parar
la reaccién. Se utilizaron como molde de amplificacion 2 pL de ADN de cada
muestra de heces. Como control positivo de amplificacion se utiliz6 en todas las
reacciones ADN de S. venezuelensis (2 pL) y como control negativo agua (2 pL)

en lugar de ADN.
3.5. Deteccion de los productos de amplificacion

El revelado de las muestras se realizé postamplificacién, afiadiendo a las
reacciones 2 pL de una dilucién 1:10 de colorante SYBR Green I (10,000X;
Invitrogen). Las muestras que resultaron positivas viraron su color a verde y las
negativas mantuvieron el color naranja original del colorante.
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Tasra 1. Mezcla de reaccién utilizada en el Strong-LAMP
La enzima Bst polimerasa, buffer y MgSO4 fueron suministrados por New
England Biolabs; la betaina por SIGMA y los dNTPs por Intron

Componentes Volumen (pL)
H,0 12.7
dNTPs (10 mM) 3.5
Isothermal Buffer 10x 25
MgSO, (100 mM) 1.5
F3 (10 pmol/pL) 0.5
B3 (10 pmol/pL) 0.5
FIP (100 pmol/pL) 0.4
BIP (100 pmol/pL) 0.4
Bst polimerasa 2.0 WS 1
DNA (0.5 ng/pL) o H,O 2
Total 25

4. RESULTADOS
4.1. Andlisis parasitologico

El anilisis coproparasitolgico de las muestras permiti6 la observacién directa
de larvas de S. stercoralis en 7/100 (7 %) muestras analizadas (n.®: 25, 57, 105,
106, 108, 110 y 133).

4.2. Analisis molecular mediante Strong-LAMP

Los resultados obtenidos tras analizar las muestras de heces de los pacientes
mediante Strong-LAMP se muestran en la Figura 2. Se obtuvo resultado positivo
de amplificacién (color verde) en 39/100 (39 %) muestras analizadas (n.°: 33,72,
74,109, 129, 105, 106, 110, 155, 136, 141, 142, 143, 161, 6, 10, 34, 118, 170, 173,
57, 54, 133, 134, 4, 18, 31, 80, 15, 132, 5, 12, 44, 37, 83, 64, 103, 73, 104). De las
muestras que resultaron positivas mediante Strong-LAMP, solamente 5 (n.%%: 105,
106, 110, 57 y 133) habian resultado también positivas parasitolégicamente. Sin
embargo, 2 muestras resultaron negativas mediante Strong-LAMP aunque habian
resultado parasitolégicamente positivas (n.%: 108 y 25).
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Ficura 2. Anilisis mediante Strong-LAMP de las muestras de heces
S, ADN de S. venezuelensis (control positivo); N, control negativo (agua
ultrapura). Color verde indica un resultado positivo; el naranja, negativo. Los
circulos rojos indican aquellas muestras con resultado coproparasitolégico positivo

5. Discusion

En la actualidad, la carencia de un verdadero diagnédstico de certeza sigue
siendo la principal problemdtica de la estrongiloidiasis. El anélisis coproldgico,
considerado como el gold standard, presenta una muy baja sensibilidad (Montes
et al., 2010). Existen métodos diagndsticos alternativos, como los seroldgicos,
pero presentan problemas de especificidad debidos a reactividad cruzada con
otras infecciones por helmintos y su sensibilidad se puede ver disminuida en
pacientes inmunocomprometidos y en dreas endémicas (Puthiyakunnon et al.,
2014). Los métodos moleculares, como las PCR, son mds sensibles, pero son caros
y requieren personal cualificado (Buonfrate ez al., 2015). La falta de un diagnéstico
estandarizado genera una subestimacidn de la prevalencia de la enfermedad.

En este trabajo analizamos mediante el método molecular Strong-LAMP,
desarrollado para la deteccion de ADN de S. stercoralis (Fernindez-Soto er
al., 2016), un total de 100 muestras. Hasta 39 muestras (39 %) han resultado
positivas mediante Strong-LAMP, incluyendo 5 muestras positivas por analisis
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coproparasitoldgico. Asi, el método Srrong-LAMP ha resultado ser mds sensible
que el andlisis parasitoldgico para la deteccion de S. stercoralis. Sin embargo, dos de
las 100 muestras resultaron positivas parasitologicamente, pero negativas al analisis
por Strong-LAMP. La presencia de falsos negativos puede ser debida a la baja carga
parasitaria en infecciones crénicas, que no se encuentre material nucleico en la
porcion de muestra extendida en el papel de filtro o a la presencia de inhibidores
(proteasas bacterianas, nucleasas, restos celulares y dcidos biliares) (Buonfrate et
al., 2015). Ademis, este método ya ha resultado ser util para la deteccidn de S.
stercoralis en muestras de heces humanas (Fernindez-Soto ez al., 2016) y en la
deteccidn de otros pardsitos como Amphimerus sp. en zona endémica utilizando
papel de filtro como método de conservacién de las muestras de heces (Cevallos
et al., 2017). Los datos de prevalencia obtenidos con el método Strong-LAMP (39
%), en comparacién con los coproparasitolégicos (7 %), apuntan a que el método
de diagnéstico molecular Strong-LAMP podria ser utillizado como una herrami-
enta potencialmente util en el diagnéstico de la estrongiloidiasis y podria usarse
en combinacién con métodos parasitolégicos en dreas endémicas para establecer
con mayor fiabilidad la prevalencia real de la enfermedad.

6. CONCLUSIONES

1.2 El método molecular Strong-LAMP ha resultado mas sensible que los
métodos de diagndstico parasitoldgicos para la deteccion de ADN de
Strongyloides stercolaris en muestras de heces de pacientes.

22 El papel de filtro es un soporte vilido para conservar y almacenar las
muestras de heces a temperatura ambiente para la posterior extraccion de

ADN de Strongyloides stercoralis.
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