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Resumen

Las geohelmintiasis (STH: soil transmitted helminths) o parasitosis infestinales son un grupo de parasitos
transmitidos por el suelo, agua y ambientes contaminados por materia fecal. El Strongyloides stercoralis, es
un parasito de amplia distribucion en el mundo y afecta entre 380 a 600 millones de personas en el mundo. La
epidemiologia de S. stercoralis, todavia tiene vacios de conocimiento, entre ellos el diagnostico rapido, seguro
y preciso. Desde la Universidad Nacional de Salta se vienen desarrollando hace mas de 10 afios actividades
de investigacion con el objetivo de mejorar la precision en el diagnostico. Nuestra experiencia abarca mejoras
en el diagnostico parasitologico, combinando hasta 4 técnicas como sedimentacion-concentracion; Baermann,
Harada-Mori y placa de agar. Paralelamente, las técnicas inmunoenzimaticas (por ejemplo, ELISA o
inmunoblot) y moleculares (QPCR, LAMP y Multiplex PCR) estan mejorando la calidad del diagnostico. Los
avances logrados en la actualidad son importantes, pero aun falta trabajar en aspectos como: 1) desarrollo de
plataformas moleculares para detectar varias especies de STH; 2) desarrollo de pruebas para la deteccion de
resistencia a drogas in situ, 3) desarrollo de biomarcadores especificos y sensibles para decidir cuando poner fin
a un tratamiento y 4) estandarizar los procedimientos de diagnéstico y confeccionar directrices. Las STH siguen
siendo un problema de salud publica, a la fecha hay evidencias suficientes que sugieren que se puede disefiar
alguna plataforma inmunologica y/o molecular eficiente para el diagnostico de la infeccion de S. stercoralis, para
ser aplicado por el sistema de salud publica en zonas de alta endemicidad como es el norte de Salta.
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Abstract

Geohelminthiasis (STH: soil-transmitted helminths) or intestinal parasitosis are a group of parasites transmitted
by soil, water, and environments contaminated by fecal matter. Strongyloides stercoralis is a parasite with a
wide distribution in the world and affects between 380 to 600 million people in the world. The epidemiology
of S. stercoralis still has gaps in knowledge, including rapid, safe, and accurate diagnosis. From the National
University of Salta, research activities have been carried out for more than 10 years with the aim of improving
diagnostic accuracy. Our experience covers improvements in parasitological diagnosis, combining up to four
techniques such as sedimentation-concentration, Baermann, Harada-Mori, and an agar plate. In parallel,
immunological techniques (for example, ELISA or immunoblot) and molecular (qPCR, LAMP, and
Multiplex PCR) are improving the quality of diagnosis. The advances achieved at present are important, but
there is still work to be done in aspects such as; 1) the development of molecular platforms to detect several
STH species; 2) the development of on-site resistance screening tests; 3) the development of specific
and sensitive biomarkers to decide when to stop treatment and 4) standardize diagnostic procedures and develop
guidelines. STH continues to be a public health problem, to date there is sufficient evidence to suggest that an
efficient immunological and/or molecular platform can be designed for the diagnosis of S. stercoralis infection,
to be applied by the public health system. in areas of high endemicity such as the north of Salta.
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Introduccion

La Organizacion Mundial de la Salud,
propuso agrupar a 20 enfermedades como
Enfermedades  Tropicales  Desatendidas
(NTDs: Neglected Tropicales Diseases) estas
enfermedades se caracterizan por ser
prevalentes principalmente en areas tropicales,
que afectan a mas de mil millones de personas
pertenecientes de comunidades empobrecidas.
Entre estas enfermedades encontramos a la
Enfermedad de Chagas, dengue, leishmaniasis
y geohelmintiasis, entre otras (Organizacion
Mundial de la Salud, 2021).

La geohelmintiasis (STH: soil transmitted
helmintos) afecta a uno de cuatro individuos
en el mundo, e involucra a cinco especies
de parasitos: Ascaris lumbricoides, Trichu-
ris  trichiura, uncinarias (Ancylostoma
duodenale y Necator americanus), y mas
recientemente  Strongyloides  stercoralis
(Fig.1). Las estrategias para el control y
erradicacion estan orientadas principalmente
a la intervencion mediante administracion
de tratamiento (antiparasitarios) como asi
también a las mejoras y acceso a agua potable,
saneamiento (cloacas) oportunidades en el
desarrollo socioecondmico (Chan et al., 2023;
Krolewiecki et al., 2013).

La particularidad que tiene la biologia de

S. stercoralis, que lo diferencia de los demas
helmintos, es que tiene un ciclo de vida
que involucra el suelo (vida libre) y otro de
autoinfeccion dentro del humano, esto permite
perpetuar la infeccion (Fig. 2). Otra diferencia
es que es el tnico helminto que se libera como
larva en la materia fecal, los demas se liberan
como huevos. Esta liberacion es intermitente
y por la tanto la deteccion por métodos
parasitologicos es un problema (Cimino &
Krolewiecki, 2014).

Las similitudes y caracteristicas distintivas
de S. stercoralis con los demas helmintos
se resumen en la Tabla 1. De acuerdo con
esto se puede entender las dificultades que
tiene el diagndstico y pensar en el disefio de
nuevas estrategias que se complemente con el
tradicional método parasitoldgico.

Los primeros estudios moleculares acerca
de la variabilidad genética de S. stercoralis
analizando el gen cox1 (citocromo c oxidasa
subunidad 1, gen mitocondrial) como
marcador molecular en Latino América,
permitié identificar la presencia de 10 ha-
plotipos organizados en dos clusteres. Si bien
todavia no se encontrd asociacion entre los
haplotipos y presentacion clinica o estatus
inmunologico, se debe continuar estudiando
mas en profundidad, usando otros marcadores
moleculares (Repetto et al., 2022).

\

LASEM B

Figura 1. Strongyloides stercoralis. A. aspecto microscopico con microscopio de luz. B. vista con

microscopio electrénico de barrido.
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Figura 2. Ciclo de vida del Strongyloides stercoralis. Tomado de Strongyloides_LifeCycle Ig.jpg
(cdc.gov).
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Tabla 1. Principales caracteristicas de los geohelmitos y Strongyloides stercoralis (Krolewiecki
et al., 2013).
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Técnicas para la deteccion de Strongyloides
stercoralis

Técnicas Parasitologicas

Actualmente los métodos parasitologicos
son las pruebas de referencia para la deteccion
de larvas de S. stercoralis, se basan en la
examinacion de la materia fecal, tejido
en biopsias o lavado broncoalveolar al
microscopio de forma directa. Los métodos
coproparasitologicos son: 1) sedimentacion-
concentrado, 2) Baermann, 3) placa de agar
y 4) Harada-Mori, estos métodos tienen
las desventajas de poseer baja sensibilidad,
son laboriosos y son operador dependiente
(Gelaye et al., 2021; Krolewiecki et al.,
2013). La combinacion de estos métodos
permite mejorar la sensibilidad, segun algunos
reportes. La examinacion de multiples
muestras es otra estrategia para aumentar la
sensibilidad de estos métodos. El método de
Baermann segtin los reportes puede detectar
cuatro veces mas casos que el método de
sedimentacion-concentracion. En los casos de
infecciones cronicas donde la carga parasitaria
es baja la sensibilidad de estos métodos se ve
disminuida (Knopp et al., 2014).

Meétodos serologicos

Los métodos inmunoenzimaticos como
ELISA (immunosorbent assay), IFAT (inmu-
nofluorescencia test), western blot, LIPS
(luciferase  immunoprecipitacion  system
assay) y mas recientemente tiras reactivas
inmunocromatograficas (dpstick test IgG4
SSRapid), son usados como alternativas para
el diagnostico de la infeccion por S. stercoralis
y presentan ciertas ventajas sobre los métodos
parasitologicos (Tabla 2) (Bisoffi et al., 2014;
Krolewiecki et al., 2010). Varios estudios
han demostrado que las pruebas serologicas
tienen alta sensibilidad, dependiendo de tipo
de prueba evaluada. El rango de sensibilidad
y especificidad de las diferentes pruebas
diagnosticas varian entre el 43% al 100%.
La evaluacion de 5 métodos inmunolodgicos
(entre ellos ELISA comerciales, IFAT in-
house, antigenos recombinantes NIE en
ELISA y LIPS) realizado por Bisoffi et al.,
2014, revelaron una sensibilidad entre un 75%
al 94%, comparados con IFAT usado como

prueba de referencia. La sensibilidad puede
reducirse en pacientes inmunosuprimidos,
en un estudio en Tailandia se reporté una
sensibilidad del 43% usando IgG ELISA.
Recientemente, un kit comercial ELISA
(Strongy Detect, Inbios) combinando los
antigenos recombinantes NIE/SSIR para
detectar anticuerpos de los tipos IgG e IgG4,
tuvieron una sensibilidad del 92% y 81%,
respectivamente, mientras que la especificidad
fue del 91% y 94%, respectivamente (Chan et
al., 2023).

Meétodos moleculares

Las técnicas moleculares son una
herramienta que se complementa con las téc-
nicas parasitologicas y serologicas permitiendo
aumentar la precision del diagndstico.
Las variantes de técnicas van desde PCR
convencional, Nested PCR, multiplex PCR,
[llumina, gPCR y mas recientemente LAMP.
Estas técnicas permiten la identificacion
molecular de especies, filogenia y estudios de
diversidad genética de S. stercoralis (Fleitas
et al., 2021; Chan et al., 2023; Knopp et al.,
2014). Las ventajas y limitaciones se describen
en la Tabla 2.

Avances en el diagnostico de Strongyloides
stercoralis a nivel local

El norte de la provincia de Salta es zona
de alta endemicidad de la geohelmintiasis,
las caracteristicas ambientales, la pobreza, la
falta de accesibilidad al agua potable y cloacas
para la eliminacion de excretas permite
que aumente el riesgo de la contaminacion
del suelo por materia fecal. Al afo 2000, se
reportaron prevalencias de geohelmintos
que alcanzaban el 70%, y la infeccion por S.
stercoralis de un 50% (Taranto et al., 2003).

El Instituto de Investigaciones de Enfer-
medades Tropicales (IIET) de la Universidad
de Nacional de Salta y en colaboracion
con otros grupos de investigadores vienen
desarrollando actividades de innovacion tec-
nologica como asi también de biusqueda de
estrategias para mejorar el diagnostico de la
infeccion por S. stercoralis.

En el laboratorio del IIET de la Fa-
cultad Regional Oran de la U.N.Sa., de
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METODOS VENTAJAS LIMITACIONES
o Bajo costo comparado a las técnicas o Requiere gran cantidad de
inmunoldgicas y moleculares. muestras para mejorar la
Fécil implementacion en el campo sensibilidad debido a la
P Po- irregularidad en la liberacion de
o larvas en la materia fecal.
Parasitologicos
Se puede confundir con larvas
de uncinarias debido a la
similitud de morfologia.
o Requiere larvas vivas.
Alta sensibilidad, con respecto a los o Potencial reaccion cruzada con
parasitologicos y técnicas moleculares. otros helmintos (principalmente
. . . los extractos crudos de parasitos
No dependiente a la liberacion de larvas. xtrac p
como antigenos).
Alta} espemﬁmdad,. principalmente los o Persistencia de anticuerpos
antigenos recombinantes. L . X
impide determinar si es
Inmunologicas Se puede realizar usando otro material infeccion presente o pasada
bioldgico como saliva y/o materia fecal. (principalmente en area
. . . . endémicas).
Baja complejidad de equipamiento y )
adiestramiento técnico.
Tiras inmunocromatograficas son practicas
para diagnostico de laboratorio y/o campo.
Mayor sensibilidad que los métodos o Potencial reaccion cruzada con
parasitologicos. otros helmintos.
Alta especificidad con respecto a los o Falta de standard para PCR
métodos serologicos. y protocolo de extraccion de
. ADN iacic 1
Capacidad de detectar larvas muertas. . ,.c.ausando varnacion en fa
sensibilidad y especificidad.
Moleculares Aumenta la precision para identificacion . :
. o Por la irregularidad en la
molecular de especies. . .
liberacion de larvas se
Capacidad de detectar otros helmintos necesita aumentar el volumen
mediante ensayos multiples. de muestra.
Deteccion de parasitos en otros ambientes,
como suelo y/o orina.

Tabla 2. Ventajas y limitaciones de cada técnica para la deteccion de Strongyloides stercoralis.

(Chan et al., 2023).

forma rutinaria se realizan cinco métodos
coproparasitologicos: a) sedimentacion con-
centracion, b) McMaster, ¢) Harada-Mori, d)
Baermann, y e) Placa de Agar. La posibilidad
de contar con todos estos métodos permite
aumentar la sensibilidad para detectar
principalmente las larvas de S. stercoralis
y otros helmintos. En un estudio realizado
en el norte de Salta, se pudo determinar una
sensibilidad del 43,6% (IC95%:25,7%-70,4%)
combinando tres métodos parasitologicos

(sedimentacion-concentracion, Harada-Mori
y Baermann) (Krolewiecki ef al., 2018).

Paralelamente se fue avanzando en la
incorporacion de una serologia para el
diagnostico especifico, los diferentes estudios
donde se evaluo el ELISA-NIE con panel
de sueros del norte de Salta, se determind
una sensibilidad entre un 75%-85%, y espe-
cificidad del 94%-100%. Este antigeno no
cruza con otros helmintos como uncinarias
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y A. lumbricoides. Ademas, por este método
se puede detectar los falsos negativos de la
coproparasitologica.

Sibienlasensibilidaddel ELISA-NIE puede
ser baja para el diagnostico clinico, representa
un avance importante y particularmente como
herramienta para estudios epidemioldgicos
como son los estudios de prevalencias e
impacto de intervencion quimioterapéutica
y de saneamiento en agua e higiene. De
acuerdo con esto, se estim6 que la prevalencia
serologica en la region del noroeste es
aproximadamente el 20% (IC: 19,4-22,4%).
Mientras que, en un estudio llevado a cabo
en la localidad de Pichanal, se pudo puedo
detectar seroconversion (cura serologica)
en la poblacion y se pudo concluir que el
impacto combinado entre la intervencion
quimioterapéutica con antiparasitarios acom-
pafiado con mejoras en las condiciones de
saneamiento e higiene mejora el estatus de
salud poblacional (Cimino et al., 2015; Echaza
etal.,2017; Vargas et al., 2017).

Con el avance del desarrollo biotecnoldgico
y principalmente en el diagnostico de la bio-
logia molecular, se desarrollaron y evaluaron
las técnicas de qPCR y multiplex PCR para
aumentar la sensibilidad del diagnoéstico e
identificacion de especies de parasitos. Con
esta ultima técnica se pudo determinar una
sensibilidad del 97,4% para S. stercoralis y
90,3% para uncinarias, y una especificidad del
100%Yy 87,6%,respectivamente. Lo importante
de este multiplex PCR es que se pudo
detectar 4 veces mas casos de coinfecciones
comparado con la parasitologia (15,3% vs
3,5%). Con especto a la identificacion de
especies, se observd una asociacion positiva
entre S. stercoralis con N. americanus (odds
ratio= 3,22) (Cimino et al., 2015; Fleitas et
al.,2021).

De manera exploratoria, se iniciaron
los primeros ensayos en el diagndstico de
S. stercoralis, utilizando como material
bioldgico la orina de pacientes, principalmente
pensado en el desarrollo de una técnica no
invasiva alternativa a la extraccion de sangre.
La sensibilidad de la PCR para detectar
ADN de S. stercoralis en orina fue de un

75% (1C95%: 54%-92%) (Krolewiecki et al.,
2018). Estos resultados nos alientan a seguir
trabajando y poder extrapolar esta modalidad
para el diagnoéstico de otras patologias
regionales como Enfermedad de Chagas o
leishmaniasis cutanea.

Los avances en el diagnostico son
importantes, aun asi, todavia falta trabajar en
coémo se puede transferir estas herramientas al
sistema publico de salud y puede ser utilizado
el diagnostico clinico. Sin dudas es otro eslabon
que se necesita introducirse para poder vincular
los logros en el campo cientifico con el sistema
de salud asistencial y la industria en salud.
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