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ADN: Acido desoxirribonucleico.

ARN: Acido ribonucleico.

ARV: Antirretrovirales.

AZT: Zidovudina.

BLAST: Basic local alignment search tool.
BrEt: Bromuro de etidio.

CTA: Centro de Tratamiento Ambulatorio.
D4T: Estavudina.

DDI: Didanosina.

dNTP: Desoxinucleotido trifosfato.

EFV: Efavirenz.

ELISA: Ensayo inmunoenzimatico.
ESBA: Ensefianza Secundaria Basica.
FASTA: Buscador de secuencias similares.
FP: Formacion Profesional.

IC: Intervalo de confianza.

ICR: Inmunocromatografia rapida.

IDH: Indicadores de desarrollo humano.
INC: inmunocompetente.

10: Infecciones oportunistas.

ISA: Inmunosupresion avanzada.

ISM: Inmunosupresion moderada.

ISS: Inmunosupresion severa.

KDa: Kilodaltons.

LPV: Lopinavir.

Mg.: Miligramos.

MINSABS: Ministerio de Sanidad y Bienestar Social de Guinea Ecuatorial.
ml.: Mililitros.

mM: Milimolar.

NVP: Nevirapina.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

pb: pares de bases.



PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.

PTMH: Prevencion de la transmision de la madre al hijo del VIH.
PVVIH: Persona que vive con el VIH.

PVVS: Persona que vive con el virus del SIDA.

RFLP: Polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion.
rpm: Revoluciones por minuto.

S/V: sin valor.

SAF: Formalina-acido-acético-acetato de sodio.

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

SNP: Sustitucion nucleotidica puntual.

SSUrRNA: Subunidad pequefia del ARN ribosomal.
TARGA: Tratamiento antirretroviral de gran actividad.
TARV: Tratamiento antirretroviral.

TBE: Tampodn Tris-borato-EDTA.

3TC: Lamivudina.

tpi: Triosafosfatoisomerasa.

UREI: Unidad de Referencia de las Enfermedades Infecciosas.
Kg: Microgramos.

pl: Microlitros.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.

VPN: Valor predictivo negativo.

VPP: Valor predictivo positivo.

ZNm: Ziehl-Neelsen modificado.
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1. INTRODUCCION

1.1 DATOS GEOGRAFICOS E INDICADORES DE DESARROLLO

HUMANO DE LA REPUBLICA DE GUINEA ECUATORIAL
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Figura I-1: Mapa de la Republica de Guinea Ecuatorial.



La Republica de Guinea Ecuatorial esta situada en el Africa Subsahariana, al oeste
del Africa Central, concretamente en el Golfo de Guinea, en el Océano Atlantico. Ocupa
el 0,09% de la superficie del continente africano. Tiene una frontera maritima con la
Republica Federal de Nigeria y Sao Tomé y Principe y tiene una extension superficial

de 28.051 km? que se distribuye en dos regiones (Figura I-1):

La Region Continental, limita al norte con Cameran, al sur y al este con Gabén, tiene
una superficie de 26.000 km?. La regién continental estd formada por altiplanos
accidentados por algunos macizos que van descendiendo hasta la costa, que por lo
general es baja y arenosa. Pertenecen a esta region las Islas de Corisco de 15 km?,
Elobey Grande 2,27 km? y Elobey Chico de 0,19 km? Estas dos Gltimas islas

inhabitables.

La Region Insular formada por varias islas: Bioko, Annobon y los islotes adyacentes.
La Isla de Bioko es de origen volcéanico, con una fertilidad excepcional, tiene una
superficie de 2.017 km?, en ella se encuentra la capital de la nacién, Malabo, y esta

separada 270 millas marinas de la Region Continental.

La Isla de Annobén, con sus 17 km? se encuentra al Sur de la Republica de Sao Tomé y
Principe, a 600 millas de Malabo. Presenta un relieve abrupto, poco favorable a la

produccion agricola.

El pais tiene un clima ecuatorial, muy lluvioso, con una temperatura media anual de 25°

C y precipitaciones de hasta 2.000 mm/afio.

Algunos indicadores de desarrollo humano de Guinea Ecuatorial

Poblacion:

Segun los datos del 111 Censo General de Poblacion y Viviendas de 2001, la estimacion
para el 2010 era de una poblacion total de Guinea Ecuatorial de 1.622.000 habitantes.
Segun datos del Informe sobre Desarrollo Humano del afio 2010, la poblacién total,
considerando ambos sexos, es de 720.200 habitantes, con una poblacién urbana del
39,9%. La tasa de crecimiento anual es del 2,6%, con una edad media de la poblacion de
19,1 afos, y una tasa de fecundidad global de 5,36 hijos por mujer (World population
prospects, 2008).
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Esto significa que la distribucién de la poblacion presenta caracteristicas de una
estructura joven, cuya piramide de edades tiene una base ensanchada y una cuspide fina
(Figura 1-2), confirmando asi su elevada fecundidad y natalidad, asi como una
mortalidad bastante elevada que implica la existencia de mucha poblacion en las

primeras edades de vida y pocos ancianos.

105 T ! T T T T

100 -

Varones  Mujeres

Figura I-2: Piramide poblacional de Guinea Ecuatorial.

Fuente: United Nations Department of Economic and Social Affairs/Population Division. World Population
Prospects: The 2010, Volume I1: Demographic Profiles

Economia

Guinea Ecuatorial esta situado entre los paises de desarrollo medio, ocupando el nimero
117, con un PIB per cépita de 28.857 (PPA en US$ de 2005), un ingreso nacional bruto
(INB) de 17.608 $ (IDH, 2010). La economia estd basada fundamentalmente en la

explotacion forestal (madera) y petrolera.
Educacion

La tasa de alfabetizacion de adultos (mayores de 15 afios) es del 93,3%, 7,7 afios
esperados de instruccion y un promedio de 5,4 afios de educacion por habitante y con un
gasto publico en educacién del 0,7% del PIB (IDH, 2010).



Salud

La esperanza de vida al nacer es de 53 afios para varones y 54 afios para mujeres. La
tasa de mortalidad de nifios menores de cinco afos es de 145 por 1.000 nacidos vivos y
entre 15 a 60 afios es de 373 en varones y 355 en mujeres por 1000 habitantes y la
mortalidad materna es de 280 por 100.000 nacidos vivos (Observatorio Mundial de la

Salud, 2009). El gasto publico en salud es del 1,7% del PIB (IDH, 2010).

Las principales causas de carga de enfermedad en el pais son, por orden prevalencia:

malaria, infecciones respiratorias bajas, enfermedades diarreicas y VIH/SIDA

(Observatorio africano de salud, 2010), como se muestran en la Figura I-3.

Leading causes of burden of
diseases ( as % of total DALYSs,
2004) *

Malaria _1 2.4%

N 11.7%

Lower respiratory infections

Diarrhoeal diseases |

HIV/AIDS ﬂ s

Prematurity and low birth E 3.99%

wezight

Measles ﬁ 3.7%

Birth asphy xia and birth E 3 7%
trauma et

pMeonatal inf ections and other ﬁ 3.1%

conditions

Matermnal conditions g 2.9%

Other unintentional injuries g 2.7%

Figura 1-3: Causas de carga de enfermedad. % total afios de vida ajustados por discapacidad. G. E.

Fuente: African Health Obsevatory at www.afro.who.int

La mayoria de estas enfermedades también constituyen las principales causas de
muerte: infecciones respiratorias de vias bajas, malaria, enfermedades diarreicas,
VIH/SIDA y tuberculosis (Figura I-4; WHO. World Health Statistics, 2010).


http://www.afro.who.int/

Introduccion

Causes of Death

Top ten causes of death, all ages
Equatorial Guinea, 2002

All causes 7 100 100
HIV/AIDS 1 17 24
Malaria 0 11 14
Diarrhoeal diseases 0 6 7
Lower respiratory infactions 0 6 6
Perinatal conditions 0 5 7
Measles 0 5 6
Cerebrovascular disease 0 4 2
Ischaemic heart disease 0 4 1
Tuberculosis 0 3 2
Road traffic accidents 0 2 3

Source: Death and DALY estimates by cause, 2002
http://www .who.int/entity/healthinfo/statistics/bodgbddeathdalyestimatas.xls

Figura I-4: Causas de muertes en todas las edades. Guinea Ecuatorial.

El programa conjunto de las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA, ONUSIDA, estimo
que en 2009, 33,3 millones de personas vivian con el VIH, de las cuales el 22,5
millones correspondian a Africa Subsahariana. De los 2,6 millones de nuevas
infecciones por el VIH en el mundo, las que aparecen en esta Region representaban el
69%. Finalmente, hubo 1,8 millones de fallecimientos por causas relacionadas con el
SIDA, de ellos 1,3 millones correspondia al Africa Subsahariana (UNAIDS, 2009).

Tanto en la escala como en el alcance, las epidemias varian en forma significativa de un
pais a otro de Africa Subsahariana. La prevalencia del VIH en Camerln es del 5,3%,
Republica Centroafricana el 4,7% y Gabon 5,2% (UNAIDS, 2010).

En Guinea Ecuatorial, la seroprevalencia de VIH en poblacién adulta es del 5,2%,
catalogado por ONUSIDA como pais de epidemia generalizada, teniendo como via
principal de transmision la sexual (UNAIDS, 2010). Con estas cifras, el ndmero
estimado de personas que necesitan ARV es de 6.600 (WHO guidance, 2010) y el
numero estimado de personas que reciben ARV alcanza el 2.900 (Global Fund, 2011).



1.2 RELACION VIH/SIDA E INFECCIONES PARASITARIAS
INTESTINALES

Las enfermedades diarreicas son una de las mayores causas de morbilidad y mortalidad
en los paises tropicales en desarrollo, siendo prioritario su control y prevencion (Fuentes
et al., 2007). Guinea Ecuatorial es zona endémica en numerosas parasitosis que vienen a
agravar el estado de salud de las personas que viven con el virus de la
inmunodeficiencia humana (PVVIH) (Sun, 1988; Hunter & Nichols, 2002).

Las infecciones por parasitos son una causa frecuente de diarrea cronica en los pacientes

con inmunosupresion (Scowden et al., 1978; Heyworth, 1996).

Entamoeba histolytica, Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis o Strongyloides
stercoralis son los parasitos intestinales mas importantes que se subrayan como
principales causas de la diarrea en pacientes con VIH, aunque tambien, lo pueden ser
Trichuris trichiura, Uncinarias y Ascaris lumbricoides (Nissapatorn & Sawangjaroen,
2011). Ademas de estas, hay multiples infecciones parasitarias intestinales oportunistas
que podrian dar lugar a enteritis graves y a diarrea cronica, con aumento de la
morbimortalidad (Siddiqui et al., 2007).

También se ha relacionado el aumento de la carga viral del VIH con la alteracién
inmunologica asociada a parasitosis intestinal cronica por helmintos en las personas

seropositivas (Harms & Feldmeier, 2002).

Guinea Ecuatorial es un pais tropical, debido a su ubicacion y clima. Dentro del pais, la
Region Continental presenta unas caracteristicas similares a las del resto de los paises
del &rea Subsahariana, mientras que la Isla de Bioko constituye un ecosistema unico. El
auge econdémico basado en la extraccion del petréleo aumenta cada dia la inmigracién
en la capital, Malabo, situada en Bioko, provocando el hacinamiento de la poblacion,
sobre todo, en la zona del cinturén urbano, lo que favorece la diseminacion de parasitos
intestinales y la llegada de especies parasitarias no autoctonas a la isla, como es el caso

de la schistosomiasis.
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1.2.1 Helmintos patdgenos

Las helmintiasis transmitidas por el suelo (geohelmintos), comdnmente conocidas como
lombrices intestinales, son las infecciones comunes en todo el mundo, especialmente en
los paises tropicales y afectan sobre todo, a las comunidades més desfavorecidas. La
infeccion es causada por: Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Strongyloides

stercoralis y Uncinarias (Ancylostoma duodenale y Necator americanus).

Las enfermedades que producen tienen una gran repercusion sanitaria y socio-
econdmica y constituyen un problema importante de salud publica en los paises en vias
de desarrollo. Las estimaciones recientes sugieren que las infecciones transmitidas por
helmintos transmitidos por el suelo, afecta a mas de 2.000 millones de personas en todo
el mundo, Ascaris lumbricoides infecta a 1.221 millones de personas, Trichuris
trichiura a 795 millones y las Uncinarias (Ancylostoma duodenale y Necator
americanus) a 740 millones (De Silva et al., 2003). Se estima que el mayor nimero de
infecciones se da en el Africa subsahariana, América, China y el este de Asia (Awasthi
et al., 2003; Brooker et al., 2006; Hotez et al., 2006; WHO, 2006). La prevalencia de
infeccion por Strongyloides es desconocida, pero se estima que hay entre 3 y 100
millones de personas infectadas (CDC, 2012).

La via de transmision es por ingestion de los huevos que se encuentran en suelos
contaminados (Ascaris lumbricoides y Trichuris trichiura) o por la penetracion activa

de larvas a través de la piel (Uncinaria y Strongyloides).

Los helmintos transmitidos por el suelo producen una amplia gama de sintomas que
incluyen manifestaciones intestinales (diarrea, dolor abdominal), malestar general y
debilidad que puede afectar la capacidad de trabajo, el aprendizaje y al crecimiento
fisico de nifios y adultos. Las Uncinarias causan la pérdida cronica de sangre intestinal
que se traduce en anemia, que se agrava en paises como el nuestro, endémico también

de malaria.

Los 300 millones de personas aproximadamente, afectadas por una elevada carga
parasitaria debida a infecciones por helmintos, sufren una grave morbilidad que se
traduce en mas de 150.000 muertes al afio (Crompton 1999; Montresor et al., 2002).



La evidencia estd emergiendo para sugerir que la helmintiasis también agrava la
transmision y/o gravedad del VIH/SIDA, el paludismo y la tuberculosis (WHO, 2006).

Para entender y finalmente predecir la distribucion global de las infecciones por
helmintos transmitidos por el suelo, es fundamental tener en cuenta su biologia,
ecologia y dinamica de la transmision. Los ciclos vitales de la infeccién por estos
helmintos siguen un patron general. Las etapas de parasitos adultos habitan en alguna
parte del intestino (A. Lumbricoides, Strongyloides y Uncinaria en el intestino delgado y
T. trichiura en el colon), se reproducen sexualmente, no es el caso de Strongyloides, y
producen huevos o larvas que salen en las heces humanas y se depositan en el medio
ambiente. Los gusanos adultos sobreviven varios afios y producen un gran nimero de
huevos después de 4-6 semanas. Los huevos pueden permanecer viables en el suelo
durante varios meses (A. lumbricoides y T. trichiura) y las larvas, varias semanas

(Uncinaria, Strongyloides) (Brooker et al., 2006).

1.2.1.1 Trichuris trichiura

Ciclo biologico de Trichuris trichiura

= [nfective Stage
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Figura I-5: Ciclo biolégico de Trichuris trichiura. Fuente: CDC



Introduccién

La hembra es ovipara. Los huevos no embrionados se eliminan en las heces y pasan al
suelo. En el suelo, los huevos se desarrollan pasando por dos etapas celulares, una etapa
avanzada de escision y luego una de embrionado, los huevos se vuelven infectantes
entre los 15 a 30 dias, cada huevo contienen una larva infectante. Cuando el hospedador
ingiere estos huevos (por la tierra, las manos y por los alimentos contaminados), los
huevos eclosionan en el intestino del huésped y liberan las larvas que migran hacia el
intestino grueso, donde continta el desarrollo hasta la madurez y se establecen como
gusano adulto en el colon (Figura I-5). Los gusanos adultos (miden aproximadamente 4
cm de largo) viven en el ciego y colon ascendente. El extremo anterior del parésito se
inserta en el epitelio de la mucosa. Las hembras empiezan a ovipositar a los 60 a 70 dias
después de la infeccidn. Las hembras, en el ciego, emiten entre 3.000 y 20.000 huevos

por dia. Los parasitos adultos pueden vivir hasta 10 afios.

Epidemiologia de Trichuris trichiura.

Es el tercer gusano redondo mas comun en los seres humanos a nivel mundial, con las
infecciones mas frecuentes en zonas con clima tropical y con practicas de saneamiento

deficientes, asi como entre los nifios.

En los pocos estudios realizados en Guinea Ecuatorial ya se informaba que T. trichiura
era uno de los helmintos que mas infecciones parasitarias intestinales producia en la
poblacion con el 32,0% (Fuentes et al., 2007). Roche & Benito, 1999 dan un porcentaje

de 36,4% en la zona urbana y el 25,5% en la zona rural.

En las infecciones leves puede ser dificil hallar los huevos de T. trichiura en las heces y
deben utilizarse procedimientos de concentracion (Ash & Orihel, 2010).



1.2.1.2 Ascaris lumbricoides

Ciclo bioldgico de Ascaris lumbricoides
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Figura I-6: Ciclo bioldgico de Ascaris lumbricoides. Fuente: CDC

Los gusanos adultos viven en la luz del intestino delgado. Una hembra puede producir
alrededor de 200.000 huevos por dia, que se eliminan en las heces. Los huevos no
fecundados pueden ser ingeridos y no infectantes. Los huevos se desarrollan en el suelo
durante 2 a 3 semanas donde se hacen fértiles o embrionados y pasan a ser infectantes,
dependiendo de las condiciones ambientales oOptimas (suelo hudmedo, calido
y sombreado). Cuando el huésped ingiere estos huevos, las larvas emergen en el
intestino delgado y migran durante 8 a 9 dias a través del higado y los pulmones. Las
larvas maduran en los pulmones (10 a 14 dias), penetran en las paredes alveolares,
ascienden por el arbol bronquial a la garganta, y se degluten. Al llegar al intestino
delgado, se transforman en gusanos adultos (Figura 1-6). El periodo previo a la
sintomatologia es de 2 meses. Los machos adultos viven menos de un afio; la hembra

vive entre 12 y 18 meses.



Introduccién

Epidemiologia de Ascaris lumbricoides

Ascaris lumbricoides es el mayor nematodo (gusano redondo) que parasita el intestino
humano (las hembras adultas miden entre 20 a 35 cm y el macho adulto entre 15 a 30

cm).

La infeccion por Ascaris lumbricoides es las mas comun de las infecciones por
helmintos humanos. Su distribucion es mundial, aunque tienen una alta prevalencia en
las regiones tropicales y subtropicales; sobre todo, en las zonas con saneamiento

limitado.

Las proporciones encontradas de Ascaris lumbricoides en los estudios realizados en
Guinea Ecuatorial son elevadas, y alcanzan el 45,8% en la zona rural y el 31,4% en la
urbana (Roche & Benito, 1999), con el 11,8% en pacientes VIH positivos (Fuentes et
al., 2007).

1.2.1.3 Uncinarias

Ciclo biologico de Uncinaria.
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Figura I-7: Ciclo bioldgico de la Uncinaria. Fuente: CDC
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La hembra es ovipara. Los huevos se eliminan con las heces contaminando el suelo,
donde se embrionan y maduran en condiciones favorables (humedad, calor, sombra). Al
cabo de 1 a 2 dias salen las larvas que alcanzan el tercer estadio infectante después de
5 a 10 dias. Estas larvas pueden sobrevivir de 3 a 4 semanas en condiciones ambientales
favorables. El ser humano adquiere la infeccion cuando la larva penetra en la piel, migra
a través de los vasos sanguineos al corazén y luego a los pulmones. Penetran en los
alvéolos pulmonares, ascienden el arbol bronquial a la faringe y se degluten. Las larvas
Ilegan al intestino delgado, donde residen y se convierten en adultas (Figura 1-7). Los
gusanos adultos viven en la luz del intestino delgado, donde se adhieren a la pared
intestinal provocando la pérdida de sangre del huésped. El parasito adulto puede vivir
hasta 15 afios, pero lo habitual es que viva entre 3 y 5 afios. La mayoria de los gusanos

adultos se eliminan en 1 a 2 afios, pero la longevidad puede alcanzar varios afios.

Epidemiologia de la Uncinaria.

Las Uncinarias presentan distribucion mundial, principalmente en zonas con clima

himedo y célido.

En los estudios realizados en Guinea Ecuatorial, la proporcion era baja, de 0,9% en la

zona rural y 2,9% en la urbana (Roche & Benito, 1999).

En el diagndstico, si los huevos eclosionan en las heces, como consecuencia de una
demora en el examen fecal, se debe diferenciar el primer estadio larvario de la larva de
S. stercoralis, que normalmente se elimina con las heces. La larva del primer estadio de
Uncinarias presenta un canal bucal largo y un primordio genital no discernible. En la
larva de Strongyloides, en cambio, el canal bucal es corto y el primordio genital es

prominente.



Introduccién

1.2.1.4 Strongyloides stercoralis

Ciclo bioldgico de Strongyloides stercoralis
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Figura 1-8: Ciclo biolégico de Strongyloides stercoralis. Fuente: CDC

El ciclo de vida de Strongyloides es mas complejo que el de la mayoria de los
nematodos, con su alternancia de ciclo de vida libre y ciclo parasitario, y su potencial de

autoinfeccion y multiplicacion dentro del huésped (Figura 1-8).

La hembra deposita los huevos parcialmente embrionados, de cubierta delgada, en la
mucosa. Las larvas rabditoides eclosionan en el epitelio mucoso del intestino delgado,
penetran en la luz intestinal, se eliminan en las heces y contintan su desarrollo en el
suelo. En éste puede pasar al tercer estadio filariforme infectante (ciclo directo) o dar
lugar a una generacion de vida libre de gusanos adultos hembras y machos (ciclo
indirecto). La hembra de vida libre produce huevos que se embrionan, eclosionan y

desarrollan larvas filariformes.

La infeccion humana se produce cuando la larva filariforme de tercer estadio atraviesa
la piel. La hembra es partenogenética y madura en el epitelio mucoso del intestino
delgado en un mes aproximadamente; después comienza a producir huevos. La larva de

primer estadio puede pasar al tercer estadio dentro del intestino en pacientes
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inmunodeprimidos o tratados con corticoides e iniciar una autoinfeccién interna por
invasion del ileon inferior y el colon. En estos casos, la estrongiloidiosis puede ser
fulminante y mortal (Ash & Orihel, 2010).

Epidemiologia de Strongyloides stercoralis

La distribucion de la infeccién por Strongyloides se da en areas tropicales y
subtropicales, pero también se puede producir en las zonas templadas, siendo mas
frecuente en las zonas rurales y en los grupos de poblacion con niveles socioeconémicos

mas bajos.

En los estudios realizados en Guinea Ecuatorial, la proporcion fue del 0,2% en el area
rural y el 0,8 en la urbana (Roche & Benito, 1999) y en el otro alcanz6 el 7,8% en los
pacientes VIH positivos (Fuentes et al., 2007).

1.2.1.5 Schistosoma spp.

Ciclo bioldgico de Schistosoma spp.
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Figura 1-9: Ciclo bioldgico de Schistosoma spp. Fuente: CDC
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Los huevos embrionados se eliminan con las heces en el agua donde eclosionan y
liberan los miracidios que invaden al caracol que actia como hospedador intermediario.
En el caracol pasa por dos etapas de desarrollo hasta convertirse en cercarias. Las
cercarias son liberadas en el agua, se mueven libremente en ésta e invaden la piel de los
seres humanos. Cuando la cola de la cercaria se pierde durante la invasion de la piel,
pasa al estadio larvario conocido como esquistosomulo. El esquistosomulo migra a
través de los pulmones y el higado y por dltimo, los parésitos alcanzan la madurez en
las venas mesentéricas superior e inferior, se aparean, y las hembras comienzan la

produccion de huevos (Figura 1-9).

Epidemiologia de Schistosoma spp.

Las diferentes especies de Schistosoma se encuentran distribuidas en determinadas
areas. Schistosoma mansoni se encuentra en algunas partes de Sudamérica y el Caribe,
Africa y el Oriente Medio; S. haematobium en Africa y el Medio Oriente, y S.
japonicum en el Lejano Oriente. Schistosoma mekongi y S. intercalatum se encuentran

focalmente en el Sudeste de Asia central y Africa occidental, respectivamente.

La carga mundial que tiene la esquistosomosis se ha expresado con el numero de
personas infectadas (200-209 millones) y con el nimero de personas que viven en
paises endémicos en riesgo de adquirir la infeccion (600-779 millones) (Chitsulo et al.,
2000; Steinmann et al., 2006).

En cuanto al impacto de esta enfermedad, estd considerada como la segunda
enfermedad parasitaria mas devastadora después de la malaria. La esquistosomosis es
considerada como una infeccién incluida en las Enfermedades Tropicales Desatendidas
(ETD) (OMS).

Debido a la participacion de caracoles que se encuentran en aguas dulces como

hospedadores intermediarios, la infeccion se adquiere en aguas dulces contaminadas.

En los estudios realizados en Guinea Ecuatorial, se encuentra descrita una proporcion de
esquistosomosis del 0,2 en el area urbana (Roche & Benito, 1999) en la Isla de Bioko y
ausencia en el area rural (en este estudio, los casos positivos procedian todos de la

Region Continental); 21,2% en Bata (Simarro et al., 1990) y en el Fuentes et al., en el
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2007 no se detectd en los pacientes VIH positivos de Malabo y Bata infeccion por
Schistosoma.

1.2.2 Protozoos patdégenos

Las infecciones intestinales por protozoos son comunes en los seres humanos y en todo
el mundo, aunque mas frecuentes y de mayor importancia en la infancia, el embarazo y

en coinfeccion con el SIDA.

La morbimortalidad que producen es elevada, con mas de 58 millones de casos al afio
de diarrea infantil por protozoos (WHO /CDS/IPI, 1991).

En septiembre de 2004, Giardia y Cryptosporidium se incluyeron en la "Iniciativa de
Enfermedades Olvidadas”. Con la esperanza de que los métodos moleculares generarian
ideas significativas sobre la biologia, la epidemiologia y la interaccion huésped-parasito

sobre Giardia y Cryptosporidium.

1.2.2.1 Entamoeba spp.

Ciclo biologico de Entamoeba spp.

Las diferentes especies de Entamoeba se transmiten de forma directa por ingestion de
los quistes, pero también puede transmitirse por via feco-oral. EI hombre se infecta por
la ingestion de los quistes maduros que atraviesan el estbmago, donde sufren la accion
de los jugos gastricos. La ruptura del quiste tiene lugar en la region del ileon terminal o

en el colon, dando origen a los trofozoitos.
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Figura 1-10: Ciclo biolégico de Entamoeba spp. Fuente: CDC

En muchos casos, los trofozoitos permanecen confinados en la luz intestinal (infeccion
invasiva) de personas portadoras asintomaticas, emitiendo quistes en las heces (Figura
I-10). En algunos pacientes, los trofozoitos invaden la mucosa intestinal (enfermedad
intestinal), 0 a traves del torrente sanguineo alcanzan zonas extra intestinales como el
higado, pulmones y mucho menos frecuente otras localizaciones (enfermedad extra

intestinal), con las consiguientes manifestaciones clinicas.

Epidemiologia de Entamoeba spp.

Entamoeba ha sido descrita como la tercera causa de mortalidad en el mundo debida a
infeccion por parasitos protozoarios, después de la malaria y la esquistosomosis (Walsh,
1986; Anonymous, 1997). Su distribucion es mundial, aunque es especialmente
prevalente en zonas tropicales y subtropicales con condiciones higiénico-sanitarias
deficientes.

El género Entamoeba esta compuesto por numerosas especies diferentes, 6 de las cuales

son las mas frecuentemente descritas por su localizacion intestinal: E. histolytica, E.
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dispar, E. moshkovskii, E. polecki, E. coli y E. hartmanni. La especie E. polecki se
encuentra fundamentalmente en el intestino de ganado porcino y en monos. Las tres
primeras resultan morfologicamente indistinguibles, pero presentan diferencias
genéticas y bioquimicas. E. histolytica estd descrita como claramente patdgena,
mientras que E. dispar se considera no patégena y E. moshkovskii, la menos estudiada,
también es no patdgena aungue en algunos estudios se comenta que podria producir
algun trastorno intestinal (Fotedar et al., 2007). Se demostraron diferencias genéticas de
estas especies con las técnicas de biologia molecular (Tannich & Burchard, 1991;
Diamond & Clark, 1993).

Su diagndstico se realiza, por lo general, por visualizacion microscopica del parésito,
mediante una preparacion que resulta simple y de bajo coste, esto hace que sea dificil
conocer la prevalencia de E. histolytica, dispar y moshkovskii a nivel mundial y local,
dado que la diferenciacion de las tres especies E. histolytica, E. dispar y E. moshkovskii

morfolégicamente idénticas, no se puede realizar por microscopia.

En este sentido, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (Anonymous, 1997), en
1997, recomienda utilizar técnicas que permitan distinguir entre al menos E. histolytica
y E. dispar, ya que E. histolytica es responsable de todos los casos de enfermedad
invasora, colitis y absceso hepatico, pero también, en muchas ocasiones, de
colonizacion asintomatica, mientras que E. dispar solo coloniza el tracto digestivo y no
causa enfermedad. Aunque se ha descrito algin caso en que E. dispar resulta
responsable de sintomas o de infeccion oportunista (Fotedar et al., 2007).

La Entamoeba histolytica es el agente causal de la disenteria amebiana y de los abscesos
hepaticos y responsable de hasta 100.000 muertes cada afio en todo el mundo (Ali et al.,
2008), mientras que la E. dispar estd considerada como no patégena, por lo que no
precisa de tratamiento (Singh et al., 2009), aunque se ha observado su mayor
prevalencia respecto a E. histolytica (Chacin-Bonilla, 2010). E. moshkovskii conocida
como ameba de vida libre en aguas residuales (Tshalaia, 1941; Scaglia et al., 1983;
Clark & Diamond, 1991), ha sido recientemente encontrada infectando a humanos
(Clark & Diamond, 1991; Haque et al., 1998; Ali et al., 2003; Parija & Khairnar, 2005;
Fotedar et al., 2007; Tanyuksel et al., 2007; Ayed, 2008; Beck et al., 2008) y
frecuentemente asociada a E. dispar (Chacin-Bonilla, 2010). En la mayoria de los paises

no hay estudios de la prevalencia de E. moshkovskii.
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Pero, para llevar a cabo la diferenciacion, es preciso aplicar técnicas de PCR (Tannich
& Burchard, 1991; Diamond & Clark, 1993) no disponibles en muchos paises en vias de
desarrollo. Por otra parte, el control de la diseminacion de la amebiasis requiere su
deteccion e identificacion en personas infectadas asintomaticas e identificar igualmente

las fuentes de infeccién.

La prevalencia de Entamoeba spp. en Guinea Ecuatorial, en los pocos estudios
realizados en el pais ha sido: en la Isla de Bioko 14,9% en las zonas rurales y el 32,7%
en las urbanas (Roche & Benito, 1999) con técnicas microscopicas; Fuentes et al.
(2007) aportan el dato de 9,2% para las dos regiones Bioko y Continente, siendo el
porcentaje de E. histolytica el 26,0% por ELISA en personas VIH positivas.

En cuanto al mecanismo de transmision, tanto E. histolytica como dispar y moshkovskii
son parasitos intestinales, por lo que, su principal via de transmision es feco-oral (Ali et
al., 2008), si bien E. moshkovskii podria transmitirse también por via hidrica. La forma
mas frecuente de transmision es a través de los alimentos, o del agua contaminada con
los quistes, o la transmision de persona a persona. Se han descrito casos de contagios
dentro de la misma familia (Gatti et al. 1995; Vreden et al. 2000) y por préacticas de
sexo oral (Thompson et al. 1983). Por otro lado, los quistes pueden ser diseminados por
artropodos, lo que podria indicar que estos insectos pueden jugar un papel en la

transmision del parasito (Tanyuksel & Petri 2003).

1.2.2.2 Giardia spp.

Los quistes son la forma resistente del parasito y responsables de la transmision de la
giardiosis. Tanto los quistes como los trofozoitos se pueden encontrar en las heces
(etapa de diagnostico). Los quistes son resistentes y pueden sobrevivir varios meses

en agua fria.

Ciclo biologico de Giardia spp.

La infeccion se transmite de forma directa por la ingestion de quistes en el agua y
alimentos contaminados, o por la via feco-oral (manos o formites) (Figura I-11), debido
a la baja dosis infectiva, la transmision puede ocurrir con tan solo 10 quistes infectantes
(Rendtorff, 1954).
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Figura I-11: Ciclo biolégico de Giardia spp. Fuente: CDC

Epidemiologia de Giardia spp.

Giardia puede ser transmitida a seres humanos a través de cualquier mecanismo que
suponga la ingestion de quistes por un huésped susceptible (Smith, 2004). La
transmision a través del agua contaminada, agua de consumo Y las aguas recreativas, ha
sido documentada (Smith & Grimason, 2003; Savioli et al., 2006; Karanis et al., 2007),
también se han originado brotes de giardiosis de origen alimentario, como resultado de
la contaminacion de los alimentos (Osterholm et al., 1981; Islam, 1990). Ademas es
posible su transmision por las moscas (Rendtorff & Holt, 1954; Doiz et al., 2000;
Graczyk et al., 2003), que contaminan los alimentos despues de que hayan estado en
contacto con heces humanas o de animales. La actividad sexual oro-anal es otro
mecanismo de transmision de la giardiosis (Meyer et al., 1979). Se ha sugerido que los
animales podrian ser fuentes de la transmision de la infeccion por giardiosis en humanos
(Traub et al, 2004; Savioli et al., 2006), pero han de realizarse mas investigaciones para

determinar su mecanismo.
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La giardiosis es una infeccién endémica en todo el mundo. Su prevalencia varia entre
menos del 1,0% y mas del 50,0%, guardando relacion con las condiciones de

infraestructura sanitaria y habitos higiénicos de la poblacion (Ortiz et al., 2001).

Las infecciones por Giardia son muy comunes en los nifios en los paises en desarrollo
(Farthing, 1994; Rabbani & Islam, 1994). En los paises desarrollados, la prevalencia
tiene picos en los grupos de edad entre 1-4 afios (Flannagan, 1992) y de nuevo entre la
franja de 20 a 40 afios que en parte corresponde al grupo de personas que estan al
cuidado de los nifios y de los que realizan viajes turisticos a paises endémicos de la

infeccion.

En los paises en desarrollo, la prevalencia de giardiosis en pacientes con diarrea es de
aproximadamente el 20% (Islam, 1990). La cifra para los paises desarrollados oscila del
3% (Adan, 1991; Farthing, 1994) al 7% (WHO). En Guinea Ecuatorial la prevalencia,
segun los estudios llevados a cabo es de 7,2% en la zona rural y del 8,6% en la urbana
de la Isla de Bioko (Roche & Benito, 1999) y el 9,2% en los pacientes VIH positivos
(Fuentes et al., 2007).

Debido a la gran propagacion y difusion del parasito, la giardiosis es una de las posibles
causas de diarrea del viajero, diarreas en los inmigrantes o en las adopciones
internacionales, especialmente en personas provenientes de paises con altos niveles de
endemicidad, como Africa (Ekdahl & Andersson, 2005).

Las técnicas de biologia molecular han permitido poner de manifiesto la amplia
diversidad genética de Giardia duodenalis. Las cepas que afectan a los seres humanos
se pueden agrupar en dos principales genotipos genéticos o asociaciones, que han sido
nombrados como genotipos A y B (Thompson RC et al., 2000); en los dltimos afios, se
ha descrito el hallazgo de otros genotipos como el E, C y el D, cuyos hospedadores
habituales son ganado, perros y gatos, y seres humanos (Sulaiman et al., 2001; Foronda
et al., 2008). En Guinea Ecuatorial no se han llevado a cabo estudios que pongan de
manifiesto los genotipos existentes de la infeccion por Giardia en la poblacion.

1.2.2.3 Cryptosporidium spp.

Hay muchas especies de Cryptosporidium que infectan a los seres humanos y a una

amplia gama de animales. A pesar de que las especies de C. parvum y C. hominis sean

21



las que mas comunmente producen enfermedad en los seres humanos, también se han
reportado infecciones humanas por C. felis, C. meleagridis, C. canis, C.muris, C.
ubiquitum y C. suis (Caccio, 2005; Llorente et al., 2005; Chalmers et al., 2009,
Cieloszyk et al., 2012).

Ciclo bioldgico de Cryptosporidium spp.

El ciclo de vida de Cryptosporidium spp., se caracteriza por fases de reproduccion
asexuada y sexuada dentro de la célula del hospedador (Figura 1-12). El ciclo se inicia
tras la ingesta del ooquiste infectante, el cual se desenquista liberando 4 esporozoitos
moviles a través de una sutura localizada en la pared del ooquiste. Estos esporozoitos
atacan e invaden la membrana apical de los enterocitos (u otras células del hospedador),
transformandose en el primer estadio intracelular denominado trofozoito. Mediante
merogonia, los trofozoitos se transforman en merontes tipo | que contienen de 6 a 8
merozoitos en su interior. Los merozoitos tipo |, localizados en la luz del intestino tras
la ruptura del meronte, invaden nuevas células del hospedador iniciando un ciclo de
autoinfeccion en el hospedador mediante la produccién de nuevos merontes tipo I, o
bien, iniciar el ciclo sexual mediante su transformacion a merontes tipo Il que contienen
en su interior 4 merozoitos. Tras la lisis de la célula hospedadora, los merozoitos tipo 11
liberados invaden nuevas células transformandose en macro-gametocito (gameto
femenino) y micro-gametocito (gameto masculino). Este ultimo, libera varios
microgametos que fertilizaran los macro-gametocitos hasta la formacion de cigotos que,
mediante esporogonia, se transformaran en ooquistes de pared fina y de pared gruesa,
responsables de la autoinfeccion y transmision respectivamente (Barta & Thompson,
2006; Borowski et al., 2008).

Cerca del 20% de los ooquistes, denominados ooquistes de pared fina, carecen de la
doble membrana que conforma la pared del ooquiste y, al parecer, son los responsables
de reiniciar la infeccion dentro del hospedador mediante la invasion de nuevos
enterocitos. Por el contrario, el resto de los ooquistes (80%), denominados ooquistes de
pared gruesa, presentan la doble membrana lo que confiere un mecanismo de defensa y
resistencia a los esporozoitos ante las condiciones adversas medioambientales y por

tanto seran las formas infectantes para los hospedadores (Current & Reese, 1986).



Introduccion

Los estadios intracelulares de Cryptosporidium spp. se localizan en el extremo apical,
dentro de una vacuola parasitdfora extra-citoplasmatica, de las micro-vellosidades del
epitelio gastrointestinal asi como de las células del tracto respiratorio de un amplio
rango de hospedadores (Current & Garcia, 1991; Spano et al., 1998; Xiao et al., 1999).

hittp e dpd. cdc gow/dpdx /[h kv llesd ooyt
ingested by host

Recreatonad water Dowinibirg water
Contasmination of watas
aned fosoed with oooyaig. g E /

n = Infective Stage E n
' Thick-wralled oocyst
A% = Diagnostic Stage (sporulated) exile host

P Thick-walled o D Sporazoie
cocysi (sporuiated) o i

@“
pr,/;vj e Ty 1l Merom
Mercrcites

GEE. Ty Sexual Cycle

&

Figura 1-12: Ciclo biolégico de Cryptosporidium spp. Fuente: CDC

Epidemiologia de Cryptosporidium spp.

La prevalencia global de la criptosporidiosis en individuos infectados con el VIH, con o
sin diarrea, no es del todo conocida (Chacin-Bonilla, 2008). Es menos frecuente en
pacientes asintomaticos. Las tasas de infeccion en pacientes con diarrea han sido muy
variadas, fluctuando de 0% a 100%, con un promedio de 32% (Hunter & Nichols,
2002).

En Guinea Ecuatorial la prevalencia fue del 3,9% en los pacientes VIH positivos

(Fuentes et al., 2007), y en estudio llevado a cabo por Blanco et al., en 2009,
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encontraron una proporcion del 14,9% en la poblacion VIH positiva de Malabo y en
Bata el 20,3% (Blanco et al., 2009).

La criptosporidiosis humana se ha detectado en todos los continentes en las zonas
rurales y urbanas tanto en paises en vias de desarrollo como desarrollados. La
prevalencia de la infeccion a nivel mundial varia de un lugar a otro, ya que esta
condicionada por diversos factores tales como el disefio del estudio, la poblacién
estudiada (edad, condicion inmunoldgica, estado nutricional...), area geografica,
estacionalidad, virulencia del parasito, endemicidad del parasito en la poblacion y la
sensibilidad de los métodos diagnésticos (Hunter & Nichols, 2002). Encontramos las
siguientes prevalencias segun estudios realizados en el mundo: en los EEUU se report6
una prevalencia total del 3,8% (Sorvillo et al., 1994); en Europa del 6,6% (Pedersen et
al., 1996); y en paises en vias de desarrollo hasta 60,5% (DeHovitz et al., 1986; Moura
et al., 1989; Current & Garcia, 1991; Chacin-Bonilla et al., 2006; De la Parte-Pérez &
Brito, 2004). Ademas de los factores de riesgo anteriormente citados, las condiciones
higiénico-sanitarias deficientes favorecen la adquisicion de Cryptosporidium spp., como

ocurre en otras parasitosis intestinales.

Los pacientes infectados con el VIH tienen mayor riesgo de infeccion con C. hominis y
C. parvum y son mas propensos a otras especies de origen animal, tales como: C.
andersoni, C. canis, C. felis, C. muris, C. wrairi, C. meleagridis, C. ubiquitum, C.
baileyi, C. saurophylum, C. suis y C. serpentis (Pieniazek et al., 1999; Morgan et al.,
2000; Xiao et al., 2000; Hunter & Nichols, 2002). La inmunodeficiencia de estos
pacientes podria determinar una mayor susceptibilidad a estas especies, que
generalmente no son infecciosas para los humanos. El riesgo aumenta con el estado de
inmunosupresion y algunas conductas sexuales, tales como las practicas homosexuales
y la multiplicidad de parejas (Janoff & Reller, 1987; Pedersen et al., 1996; Caputo et
al., 1999). La exposicién a bafios de sauna se ha asociado a una mayor seropositividad a
la infeccion (Caccio & Pozio, 2006).

Los humanos adquieren la infeccion a través de la ruta feco-oral, mediante la

transmision directa o indirecta.

La transmision directa tiene lugar a través de dos ciclos: Antropondtico: debido al
contacto directo persona-persona (Hunter et al., 2004; Ortega et al., 2006; Siwila et al.,
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2007; Valderrama et al., 2009) y Zoon6tico: debido al contacto con animales, tanto de
crianza como de compafiia (Hunter et al., 2007; Moghaddam, 2007). También se ha

demostrado el papel de la mosca doméstica en la transmision (Clavel et al., 2002).

La aplicacion de herramientas moleculares ha permitido identificar y diferenciar los
aislamientos de origen antropondético de los zoondticos que circulan en los diferentes
ambientes, aspectos de gran importancia para el conocimiento de los ciclos de

transmision, asi como del potencial zoonotico del parasito (Morgan et al., 1998).

Dentro del ciclo zoondtico, el ganado bovino es considerado la principal fuente de
infeccion para el hombre. Los animales de compafiia, asi como los de vida silvestre, al
parecer no representan una fuente importante de infeccion para el hombre (Xiao &
Ryan, 2008), aunque pudieran representar un riesgo para ciertos grupos de individuos
(Smith et al., 2009).

La transmision indirecta, puede tener lugar tras la ingesta de agua (de consumo o
recreativos) y alimentos (principalmente frutas y verduras crudas) contaminados con
ooquistes. El agua de consumo se ha identificado como la principal fuente de infeccién
para el ser humano, reflejado por los brotes a nivel mundial, donde la infeccién ha sido
asociada al consumo de agua potable contaminada con ooquistes de origen humano y
animal (MacKenzie et al., 1994; McLauchlin et al., 2000; Valderrama et al., 2009). Por
otro lado, a traves del contacto con aguas recreativas contaminadas con ooquistes
(McLauchlin et al., 2000; Valderrama et al., 2009).

La criptosporidiosis humana, representada por casos esporadicos, se ha relacionado con
el consumo de alimentos contaminados, particularmente frutas y verduras crudas o
parcialmente procesadas (Ethelberg et al., 2009; Pdnka et al., 2009). La inadecuada
manipulacion de los alimentos, el uso de estiércol como fertilizante del suelo, asi como
el uso de aguas residuales para el riego de los cultivos, son algunos de los factores que
favorecen la contaminacién de los alimentos con ooquistes de Cryptosporidium spp.
(Ethelberg et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

Las enfermedades diarreicas son una de las mayores causas de morbilidad y mortalidad
en los paises tropicales en desarrollo, siendo prioritario su control y prevencion. Entre
los paises tropicales, Guinea Ecuatorial es zona endémica en numerosas parasitosis que
vienen a agravar el estado de salud de las Personas que viven con el VIH (PVVIH), ya
que las infecciones por parasitos son una causa frecuente de diarrea cronica en los

pacientes mas inmunodeprimidos.

La importancia de este estudio se justifica por los factores antes expuestos: la alta
prevalencia de la infeccion por VIH, la falta de estudios de investigacion sobre parasitos
intestinales en pacientes infectados por el VIH en Guinea Ecuatorial, asi como por
tratarse de una zona endémica para otras enfermedades como son las enfermedades
parasitarias que, en el caso de pacientes inmunodeprimidos, son dificiles de erradicar y

contribuyen a empeorar la calidad de vida de quienes las padecen.

Por otra parte, en el contexto del estudio — Guinea Ecuatorial — las investigaciones
realizadas son escasas y los tratamientos para muchas parasitosis intestinales se
dispensan indiscriminadamente, sin poder diferenciar las especies patdgenas de las que
no lo son. Esto es debido a que los diagnosticos se llevan a cabo por técnicas
microscopicas que en ocasiones no son capaces de diferenciar unas especies parasitarias
de otras, siendo estas las unicas técnicas disponibles. Nuestro estudio constituye la
investigacion mas extensa que se ha realizado en el pais y profundiza ademas en la
epidemiologia molecular de algunas parasitosis intestinales como la amebiasis,

criptosporidiosis y giardiosis.

Para su realizacion, se han planteado los siguientes objetivos:
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2.1 Objetivo general

Determinar la proporcién de parasitos intestinales que se encuentran en la poblacion

VIH positiva de Guinea Ecuatorial, considerando las Regiones Continental e Insular

(Isla de Bioko) del pais y caracterizando genéticamente las especies y genotipos de

Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii, Cryptosporidium y Giardia que se estan

diseminando actualmente entre estos pacientes. También se analiza la influencia de los

factores sociodemogréaficos y clinicos de la poblacion en la adquisicion de las

parasitosis intestinales, incluyendo como elemento de comparacion una pequefia

proporcién de habitantes VIH negativos que convivan con los VIH positivos.

Este objetivo general, se concreta en los siguientes objetivos especificos:

2.2 Objetivos especificos

Determinar la proporcion de las parasitosis intestinales que afectan a pacientes

infectados por el VIH con o sin SIDA en Guinea Ecuatorial.

Definir  las  especies, genotipos y/o sub-genotipos de Entamoeba
histolytica/dispar/moshkovskii, Cryptosporidium y Giardia que se diseminan entre
los pacientes VIH positivos en Guinea Ecuatorial.

Analizar las posibles asociaciones entre las especies y/o genotipos detectados con
los datos sociodemograficos y clinicos de las personas participantes en el estudio;

determinando a su vez la posible presencia de portadores sanos.

Comparar los riesgos de adquisicién de las infecciones parasitarias intestinales entre

las personas VIH positivas y VIH negativas.
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3. MATERIAL Y METODOS

MATERIAL

3.1 Pacientes y muestras

3.1.1 Muestreo y tamafio muestral

La dimension de la muestra se calculo teniendo en cuenta las personas infectadas con
VIH/SIDA vy controladas en las Unidades de Referencia de Enfermedades Infecciosas
(UREIs) de Malabo y Bata y en el Centro de Tratamiento Ambulatorio (CTA) del
Centro de Salud M? Rafols de Bata. En total, segin los datos del Fondo Global 2009
para Guinea Ecuatorial, sumaban 1.219 pacientes. Conociendo el tamafio poblacional, el
calculo del tamafio de la muestra fue realizado con la ayuda del logistico Epidat v3.0,
con una proporcion esperada del 0,5, precision absoluta del 0,04 y un nivel de confianza
del 95,5%. De esta manera se establecid una muestra total de 415 personas VIH
positivas. Teniendo en cuenta las posibles pérdidas o presencia de sesgos que
supusieran la salida de pacientes del estudio, se afadio un 20,0% de la muestra
seleccionada, resultando 498. Finalmente el numero de personas VIH positivas

estudiadas fue de 533 por lo que la precision final resulto ser de 0,03256.

Conforme transcurria el proyecto y para poder determinar la influencia de factores
ambientales en la prevalencia de enfermedades parasitarias intestinales, se seleccion6 un
pequefio grupo de 110 personas VIH negativas que vivian con personas VIH positivas,

gue ademas presentaran parasitos de transmision de persona a persona.

3.1.2 Recogida de la muestra y conservacién

De cada paciente se tomd una muestra de heces fecales. La recogida de muestras se
realizé por muestreo consecutivo hasta alcanzar el tamafio muestral calculado. Las
muestras de los pacientes procedentes de la Isla de Bioko se recogieron entre los meses
de marzo y abril de 2010 y las de los pacientes de la Region Continental durante el mes

de agosto de ese mismo afio.
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Las muestras fueron recogidas en frascos de heces de boca ancha, en el mismo
momento y lugar en que se realizd la entrevista para obtener el resto de la informacion
que requerian las variables del estudio. Se dieron las siguientes instrucciones para la
recogida de la muestra: que fuera hecha directamente en el frasco, evitando que se
mezclara con orina o cayera a la tierra o al suelo del inodoro. De esta manera se evitaba

la contaminacién de las heces con la orina, la tierra, etc.

Las muestras fueron trasladadas inmediatamente desde su lugar de recogida hasta el
laboratorio en neveras portatiles y conservadas a 4° C — 8° C hasta el momento de su
envasado y realizacion de las técnicas que requerian realizarse en las primeras 24 horas.
De cada muestra se hicieron cuatro partes alicuotas, una para la inmunocromatografia
répida (ICR) y para la vision directa de las heces con solucion salina y yodo. La
segunda alicuota se introdujo en una solucion comercial SAF formol-acético (REAL
SAF, Valencia, Espafia) para el posterior analisis microscépico de la concentracion de
las mismas. La tercera alicuota se almacen6 en nevera a 4° C - 8° C y la cuarta se
congeld a -20° C. La segunda, tercera y cuarta alicuotas fueron enviadas al Laboratorio
de Parasitologia de la Facultad de Medicina de la Universidad de Zaragoza, Espafia,
para su posterior analisis, con las respectivas autorizaciones sanitarias para el envio de

muestras bioldgicas (Anexos 1-3).

3.1.3 Definicion de variables y recogida de datos

Informacion socio-demografica y clinica

De cada participante en el estudio, se recogieron los siguientes datos: edad, sexo,
embarazo, niveles de formacion académica, informacion higiénica y socioecondémica y
lugar de residencia. También se les pregunt6 por su sintomatologia intestinal (diarrea,
estrefiimiento y otros sintomas intestinales). En el caso de personas VIH positivas se
afiadié el valor de las células T-CD4+ del mismo dia de la recogida de variables,
tratamiento antirretroviral (TARV) y linea de tratamiento (Anexo 4).
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Definicién de las variables:

Edad: la edad de la persona en afios. Se re-codificé en:

- Menor o igual a 14 afios: nifio.

- Mayor o igual a 15 afios: adulto.
Sexo: mujer y varon.

Nivel de formacion: Corresponde al nivel escolar medido como sigue:

- Nula: si la persona jamas fue a la escuela.

- Primaria: si fue a la escuela primaria terminandola o no (1° a 6° curso)

- ESBA (Ensefianza Secundaria Bésica): corresponde a los siguientes cursos, de
1° a 5° de bachiller antiguo o de 1° a 4° de la ESBA).

- Bachiller: corresponde a 6° de bachiller y preuniversitario antiguo y/o 1°y 2° de
bachillerato actual.

- F. P: Formacion Profesional.

- Universitaria.

Por motivos de operatividad, dada la escasa frecuencia de alguna de las categorias

mencionadas, para su tratamiento estadistico, esta variable se re-codificé en:

- Primaria 'y nula.
- Secundaria: en este grupo estan los del nivel de ESBA y bachiller.
- Profesional: en este grupo estan los del nivel de formacion profesional y

universitaria.

Nivel de informacion higiénica: El nivel de informacion higiénica se define como el
conocimiento del participante sobre el conjunto de practicas alcanzadas por una
comunidad que se asocian a la proteccion de la vida, la salud o a las buenas préacticas,
como el lavado de manos antes de comer o tocar alimentos, despuées del bafio o de
limpiar al nifio, la higiene del cuerpo y del hogar; el uso adecuado del agua y el
tratamiento de los alimentos. A todos los participantes se les preguntd sobre la manera
de tratar las verduras, el agua para uso doméstico, la importancia de lavarse las manos...

Se clasifico de la siguiente manera:
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- Baja: cuando no practicaba ninguna medida higiénica con el agua de uso diario,
ni conocia la importancia de lavar las verduras antes de guisarlas, lavar las frutas
antes de comerlas, etc.

- Media: cuando practicaba alguna de las medidas.

- Alta: cuando practicaba las medidas basicas.

Nivel socioeconémico: Se refiere al poder adquisitivo de los participantes. Para
definirlo, se tuvo en cuenta el tipo de actividad remunerada que realizaba y las

posibilidades de abastecer sus necesidades basicas. Se clasifico en:

- Bajo: cuando dependia practicamente de los demas.
- Medio: cuando podia satisfacer parte de sus necesidades bésicas.
- Alto: cuando tenia posibilidades econdémicas para satisfacer todas sus

necesidades y aun le quedaba dinero.

Sintomas intestinales: Se considerd que la persona presentaba sintomas cuando

manifestaba alguna alteracion intestinal. Se clasificaron en:

- Diarrea.
- Estrefiimiento.

- Otros sintomas intestinales: dolor epigastrico, retortijones, aerofagia, etc.

Residencia habitual: Definido como el lugar donde vivia habitualmente. Se clasificd
en:

- Rural.

- Urbano.

- Cinturdn urbano.

Valor del recuento de las células T-CD4+: El recuento de las células T-CD4+ se hace
de rutina en la revisién de las personas que viven con el VIH (PVVIH) para conocer su
estado inmunolégico. Se les practicaba una extraccion de sangre en tubo con EDTA y
recuento de células con citdmetro de la marca CyFlow® Counter de Partec. Este valor
constituye uno de los factores decisivos para iniciar tratamiento antirretroviral y/o
profilaxis de infecciones oportunistas (I0) y es el mejor indicador de la progresion de la
enfermedad y supervivencia de los pacientes (Mellors et al., 1997; Egger et al., 2002).
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El estado inmunoldgico de los pacientes se clasificd siguiendo los criterios de la OMS
(WHO, 2007):

No-inmunosupresion: >500 cél/mm3 de sangre.

Inmunosupresion moderada: 350-499 cél/mm3 de sangre.

Inmunosupresion avanzada: 200-349 cél/mma3 de sangre.

Inmunosupresién severa <200 cél/mm3 de sangre.

Figura MM-1: Citémetro del Laboratorio de microbiologia del Hospital Regional de Bata.

Tratamiento antirretroviral (TARV)

Las recomendaciones para iniciar los tratamientos ARV en los paises con importantes
recursos destinados a sanidad, se basan en criterios clinicos, inmunol6gicos vy
virologicos. Sin embargo, en los paises en vias de desarrollo, la OMS recomienda
adoptar, si hay disponibilidad, s6lo criterios clinicos e inmunolégicos, debido a los
elevados costes y la dificultad de realizar algunas pruebas como la determinacion de la
carga viral. En Guinea Ecuatorial, cualquier paciente diagnosticado de infeccion por
VIH cuya cifra de las células T-CD4+ sea <350 cél/mm®,

situacion clinica, inicia TARV (MINSABS, 2010).

independientemente de su

Los protocolos de tratamientos se dividen en: primera linea, que comprende los
esquemas I, II, 11 y IV (Tabla MM-1), para personas que nunca han sido tratadas y
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deben iniciar el tratamiento; y la segunda linea o de rescate, que corresponde a los
esquemas V y VI, reservada a los pacientes que han respondido mal a los primeros
esquemas o0 a aquellos que tienen contraindicaciones para el uso de los farmacos de

primera linea.

Tabla MM-1: Esquemas del tratamiento antirretroviral.

ESQUEMA FARMACOS / MG. PRESENTACION
TERAPEUTICO

Lamivudina (3TC) / 150
Estavudina (D4T) / 30-40
Nevirapina (NVP) / 200
Lamivudina (3TC) / 150
Estavudina (D4T) / 30-40
Efavirenz (EFV) / 600
n Lamivudina (3TC) / 150
Zidovudina (AZT) / 300
Nevirapina (NVP) / 200
Lamivudina (3TC) / 150

| Triamine 30/40

Duovir

v
Zidovudina (AZT) / 300
Efavirenz (EFV) / 600
Zidovudina (AZT) / 300
\Y

Didanosina (DDI) / 100
Lopinavir (LPV)/133,3
Ritonavir (RTV) /33,3
Zidovudina (AZT) / 300
Vi Didanosina (DDI) / 100
Indinavir (INV) / 400

Ritonavir (RTV) /33,3

Tratamiento antirretroviral en nifios

La OMS no recomienda iniciar el tratamiento antirretroviral en nifios menores de 18
meses de edad, hijos de madres seropositivas, si no se dispone del recuento de las
células T-CD4+. Los esquemas recomendados coinciden con los esquemas Il y IV ya
descritos anteriormente usando la nevirapina (NVP) y no el efavirenz (EFV) en los
menores de 3 afios 0 que pesen menos de 10 kg. En caso de fallo terapéutico, la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) recomienda como esquema de rescate o de
segunda linea el ddl + d4T + nelfinavir (NFV) o lopinavir/ritonavir (LPV/RTV). Es
preferible el Kaletra® de Abbott (LPV/RTV) al NFV porque no hay que partir los

comprimidos, tiene mejor sabor, son menos dosis, se presenta en jarabe y es mas
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potente (Guia de préactica clinica, MINSABS, 2010). El inconveniente es que precisa de

cadena de frio.

Otro problema con los nifios, es que no pueden ser recomendadas las combinaciones de
dosis fijas de genéricos, debido a que hay que ajustar las dosis de cada antirretroviral

segun el peso, y las combinaciones de dosis fijas no prevén este aspecto.
Tratamiento antirretroviral en embarazadas

El tratamiento ARV durante la gestacion, en el parto, e incluso en algunos casos,
durante la lactancia, es fundamental para disminuir la carga viral materna (Protocolo
PTMH, MINSABS 2009). Ademas, el TARV disminuye el riesgo de transmision
vertical, incluso cuando la carga viral plasmatica materna es indetectable (Arendt et al.,
2007; Kilewo et al., 2009).

Las indicaciones para iniciar TARV de gran actividad (TARGA) durante la gestacion se
basan en la evaluacion clinica de la gestante y el recuento de células T-CD4+, segun
recomendaciones de la OMS (WHO, 2006). Cuando una gestante precisa TARGA, el
tratamiento debe iniciarse tan pronto como sea posible, incluso en el primer trimestre de
la gestacion, continuando durante el parto y post-parto. La combinacion recomendada es
AZT+3TC que, demostrada su seguridad y eficacia, constituye la asociacion de primera
eleccion (WHO, 2006). Se debe instaurar ademas, profilaxis con cotrimoxazol (Guia de
practica clinica, MINSAMBS, 2010).

Se aconseja no dar lactancia materna. Tras el parto, se recomienda tratar al recién
nacido como un expuesto, usando la NVP dosis unica y AZT durante 7 dias. La
serologia, por el método ELISA, a los 18 meses confirma el resultado definitivo del
nifio, excepto si una serologia previa es negativa. Todo nifio nacido de madre
seropositiva deberia iniciar siempre la profilaxis con cotrimoxazol hasta que se
demuestre su negatividad o sus defensas elevadas (Guia terapéutica practica,
MINSABS, 2009).
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3.1.4 Muestras de la poblacion objeto del estudio

Pacientes VIH positivos

Se estudiaron 533 muestras de heces procedentes de pacientes sintomaticos y
asintomaticos infectados con el VIH, que acuden a las UREIls y CTAs para su
seguimiento habitual.

Una persona se considera VIH positiva, cuando al realizar las pruebas inmunologicas
presenta anticuerpos frente al virus de la inmunodeficiencia humana. La estrategia de
diagnostico recomendada por la OMS para Guinea Ecuatorial es la 111, que comprende
la realizacion de 3 test rapidos diferentes de forma seriada (Protocolo diagndstico,
2009).

Se sospecha que un paciente estd en estado de SIDA cuando presenta una pérdida de
peso de méas del 10% y algun signo mayor o menor en ausencia de alguna causa
conocida de inmunosupresion como cancer o malnutricion severa (Guia terapéutica
practica, 2010).

Signos Mayores:

- Pérdida de peso del 10% del total corporal.
- Fiebre prolongada de méas de un mes de evolucion.

- Diarrea de més de un mes de evolucion.

Signos Menores:

- Tos persistente durante mas de un mes.

- Dermatitis pruriginosa o enrojecimiento de la piel durante méas de un mes.

- Historia de Herpes zoster.

- Candidiasis bucofaringea.

- Infeccion por herpes simple diseminada o progresiva cronica.

- Sudores nocturnos.

- Demencia (confusion, dificultades para la concentracion, pérdida de memoria,

desorientacion).
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- Dolores de cuerpo crénicos o debilidad y fatiga (sentirse muy cansado incluso
cuando la persona no ha hecho un ejercicio duro).
- Ganglios linfaticos persistentes y generalizados.

Los pacientes fueron incorporados al estudio cuando acudian a la cita de seguimiento
habitual tras su conformidad informada y firmada, hasta alcanzar el nimero total de

participantes para el estudio.

METODOS

3.2 Identificacion de parasitos por observacién microscopica

Se realizd un diagndstico coproparasitoldgico inicial in situ, con muestras de heces
recién emitidas, por observacion microscopica de una suspension de las mismas en
suero fisiologico y otra en lugol. Ademas, las alicuotas conservadas en SAF se
concentraron por el método de formol-acetato de etilo para detectar la presencia de
parésitos. Después de la concentracion se hicieron frotis de todas las muestras y se
realizd una tincion Zielh Neelsen modificada para detectar ooquistes de coccidios
(Henriksen y Pohlenz, 1981).

3.2.1 Técnica microscopica con suero fisiologico y lugol

Se deposita en un portaobjetos una gota de suero fisiologico y en otro una gota de lugol.
En ambos casos, las dos gotas se mezclan con una pequefia porcion de muestra de heces
y se cubren con un cubreobjetos, se observan al microscopio con objetivos de 10x, 40x
y 100x. A las muestras procedentes de la concentracion no se las afiade solucion de
lugol.

Las concentraciones del suero fisioldgico y del lugol son las siguientes:
- Solucion salina:

NaCl 7549
H,0 destilada 100 ml
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- Solucién de lugol:

Yodo en cristales 109
Yoduro de potasio 209
H,0 destilada 100 ml

3.2.2 Técnica de concentracion de heces

Se realizo para la deteccion de formas parasitarias en todas las muestras. Esta técnica se
realiza en el Laboratorio de Parasitologia de Zaragoza, ya que en Guinea Ecuatorial no
disponemos de los medios necesarios. Esta técnica nos ha permitido comparar el
resultado que hemos obtenido de las muestras concentradas y sin concentrar, sirviendo

en parte para valorar los diagnosticos que se realizan habitualmente en el pais.

Se procedio a la concentracion de las muestras de heces mediante la técnica fisico-
quimica de formol-acetato de etilo, que aprovecha la mayor solubilidad de los restos
fecales en acetato de etilo, menos denso que la solucion de formalina-acido acético, de
manera que se eliminan las grasas y se depositan los parasitos junto con otros elementos

no lipidicos. La técnica consiste en:

La muestra se resuspende en medio SAF, se homogeniza bien, agitando enérgicamente

y se deja actuar durante media hora como minimo.

Con la ayuda de un vortex se agita el tubo de SAF que contiene la muestra, después, se
filtra para eliminar las particulas mas groseras, pasando la suspension a un tubo cénico
de 18 ml.

Se afiaden a la muestra 2 ml de acetato de etilo al 99,5% (88,10 Molar) y tras agitar el
tubo bien, hasta que la mezcla parezca homogénea, se centrifuga a 500 x g durante 10
minutos. Con la centrifugaciéon se separan dos fases: una superior que contiene los
elementos grasos, otra, formada por una solucién acuosa de formalina-acido acético con
particulas ligeras en suspension. Se aprecian tambieén una interfase con elementos
ligeros y desnaturalizados y un sedimento, en el que se encuentran las formas
parasitarias.

Se decanta el sobrenadante y se coloca una gota del sedimento en un portaobjetos para
observarlo al microscopio. Con otra gota se realiza un frotis en un portaobjetos para su

posterior tincién, que nos permita la observacion de ooquistes de coccidios.
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Composicion de la formalina —acido acético— acetato de sodio (SAF):

Formaldehido 1,6%

Alcohol Isopropilico Anhidro 7,45%
Acido Acético 2,14%
Acetato Sodico 1,53%
H,0 destilada 1 litro

3.2.3 Tincion acido alcohol resistente de Ziehl-Neelsen modificado
(ZNm)

Una gota de muestra procedente de la concentracion con formol-acetato de etilo fue
depositada en un portaobjeto describiendo un circulo no muy grande. Se dejo secar

durante un dia.

Para su fijacion, la preparacion fue cubierta con metanol que se dejo secar

completamente.

Tras la fijacion, la muestra se cubrié con un trozo de papel de filtro, luego se cubri6 con
el colorante carbol fucsina durante 20 minutos y tras retirar con cuidado el papel, se

lavé con agua.

Luego, la muestra fue decolorada con acido sulfurico al 7% durante 1 minuto y se lavd

con agua.

Después del lavado, la muestra se cubrié con azul de metileno durante 1 minuto, se lavd

y se dejd secar al aire en posicién vertical.

La identificacion de los ooquistes en las muestras tefiidas se realizé en el microscopio

con los objetivo de 40x y 100x.
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3.3 Técnica de deteccion de antigenos por

inmunocromatoqgrafia rapida (ICR)

Se realizé la técnica de ensayo cualitativa de inmunocromatografia rapida para la
deteccidn rapida y simultanea de Cryptosporidium spp., Giardia spp. y Entamoeba
histolytica (Operon® SA, Zaragoza, Espafa) en muestras de heces frescas, siguiendo las
instrucciones del fabricante, dentro de las primeras 24 horas después de la recogida de
la muestra.

El test Triple o Stick Crypto/Giardia/Entamoeba utiliza anticuerpos monoclonales
especificos frente a Cryptosporidium parvum, Giardia duodenalis y Entamoeba

histolytica que detectan todas las formas del ciclo vital de los parasitos.

Realizacion de la técnica:

50 mg. de muestras sélidas y/o 100 pl de muestras liquidas o semisélidas fueron
depositadas en un tubo de ensayo de 1,5 ml. que contenia 1 ml de solucién de tampdn

de carga.

Una vez homogeneizada la mezcla, agitandola vigorosamente con la ayuda de un
vortex, se centrifugd durante un minuto a 3.000 rpm para clarificar la muestra y asi el

sobrenadante estuviera libre de particulas solidas en suspension.

Tras la centrifugacién, 150 ul del sobrenadante fueron transferidos a un tubo de ensayo
y se procedid a introducir una tira de inmunocromatografia que tras 10 minutos de
inmersion, fue retirada y leida: a) muestra negativa: linea morada (banda de control del
test); b) muestra positiva a Cryptosporidium parvum: linea morada + linea azul; c)
muestra positiva a Giardia duodenalis: linea morada + linea roja/rosa; d) muestra

positiva a Entamoeba histolytica: linea morada + linea verde.
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3.4 Técnicas de biologia molecular

Se llevaron a cabo técnicas de biologia molecular para la diferenciacion de especies y
genotipado de algunos parasitos: Entamoeba spp., Giardia spp. y Cryptosporidium spp.
La técnica utilizada fue la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) consistente en una

amplificacion especifica de acidos nucleicos.

La reaccion en cadena de la polimerasa es un método enzimatico que permite amplificar
in vitro, de forma exponencial, un fragmento especifico de ADN localizado entre dos

regiones de secuencia conocida, pudiéndose obtener numerosas copias del mismo.

Para llevar a cabo la reaccion de PCR se necesita un ADN diana de doble cadena, dos
oligonucledtidos o iniciadores especificos (cebadores o “primers’) para el fragmento
que se quiere amplificar, la enzima de polimerizacién (Taq polimerasa), la mezcla de
los cuatro deoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) para producir nuevo ADN y un medio
tamponado con Mg?* como i6n fundamental, que proporcione las condiciones

adecuadas de pH y fuerza ionica.

Es un proceso que se lleva a cabo ciclicamente en un termociclador, estando cada ciclo
dividido temporalmente en tres fases térmicas: desnaturalizacién (separacion de las dos
cadenas de ADN), acoplamiento (union de los cebadores con las secuencias diana) y

polimerizacion (sintesis de la cadena complementaria a partir de los cebadores).

3.4.1 Extraccién de ADN

Se procesaron muestras de heces congeladas a -22° C sin conservantes para

Cryptosporidium spp. y Entamoeba spp.

En el caso de Giardia spp., es preciso un pre-tratamiento, por lo que antes de iniciar la
extraccion de ADN de las muestras positivas por inmunocromatografia rapida y por
microscopia fueron sometidas a la técnica de concentracion de quistes con sacarosa y/o

la lisis de quistes con choques térmicos a partir de muestras conservadas a 4° C.
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Concentracion de quistes de Giardia spp. con gradiente de sacarosa:
Se resuspende una pequefia porcién de heces en 5 ml de agua esterilizada.

Para cada muestra se toman dos tubos falcon y se ponen 10 ml de sacarosa 1M, se afiade
la suspension anterior sobre la sacarosa hasta un volumen total de 15 ml, con cuidado de
no mezclarlas, deslizando la muestra por la pared del tubo. Se centrifuga a 1.500 rpm

durante 6 minutos.

Se recoge el sobrenadante junto con el menisco con una pipeta pasteur y se pasa a otro
tubo falcon, afiadiendo agua esterilizada hasta un volumen total de 40 ml. Se agita bien

y se centrifuga a 1.500 rpm durante 6 minutos.

Se desecha el sobrenadante. Se afladen al sedimento 2,5ml de agua esterilizada y se
resuspende.

En otros dos tubos se ponen 10 ml de sacarosa 0,5 M, afiadiendo la muestra igual que en

el caso anterior. Se centrifuga a 1.500 rpm durante 6 minutos.

Con la ayuda de una pipeta pasteur se recoge el sedimento, alrededor de 1 ml, y se pasa
a un tubo limpio. Se afiade agua esterilizada hasta un volumen total de 40 ml, agitando

bien. Se centrifuga a 5.300 rpm durante 10 minutos.

Se desecha el sobrenadante y el sedimento se resuspende en 1 ml de agua destilada
estéril. Se pasa a un eppendorf y se conserva a -20° C hasta que se realice la extraccién
de ADN. Tomamos una pequefia gota para observarlo al microscopio con objetivo de

40x para comprobar la presencia de quistes de Giardia spp.

Lisis de quistes de Giardia duodenalis por choques téermicos:

200 mg de heces 0 200 ml de concentrado de quistes de Giardia se sometieron a cuatro
ciclos de choques térmicos, consistentes en introducir la muestra de heces al bafio maria
a 100° C durante 10 minutos y posteriormente en el congelador a -20° C durante 30

minutos.
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Extraccion de ADN con el kit comercial IBIAN® DNA Stool Kit

El protocolo de trabajo fue realizado segun la pauta indicada por la casa comercial
IBIAN®.

En un tubo eppendorf se colocaron 200 mg de heces solidas o 200 ul de heces liquidas,
se les anadio 1,2 ml de IBIAN lysis Buffer. Tras homogeneizar la muestra con vortex
durante 1 minuto, se incubé 10 minutos a 95° C, agitando seguidamente durante unos

segundos con vortex y centrifugando a 13.300 rpm durante 1 minuto.

El sobrenadante fue transferido al tubo de IBIAN Inhibitor Remove para el proceso de
absorcion de sustancias inhibidoras presentes en la muestra. La muestra fue
homogeneizada con vortex durante 15 segundos, incubada a temperatura ambiente 1
minuto y centrifugada a 13.300 rpm durante 3 minutos. El sobrenadante se transfirié a

otro tubo de eppendorf de 1,5 ml y se centrifug6 a 13.300 rpm durante 3 minutos.

Una alicuota de 400 pl se afiadié a un tubo de eppendorf de 1,5 ml que contenia 25 pl
de Proteinasa K, se homogeneizd utilizando vortex y se incub6 a 70° C durante 10
minutos. Posteriormente se le afiadieron 400 ul de IBIAN Binding Buffer, se
homogeneiz6 y el lisado fue transferido a una columna de filtrado dispuesta sobre un

tubo recolector de 2,0 ml.

La columna se centrifugd a 12.000 rpm durante 1 minuto, el liquido recogido en el tubo
fue desechado y se procedio a dos lavados con 500 pl y 800 pl de IBIAN Wash Buffer |
y I, respectivamente, mediante centrifugacion a 12.000 rpm durante 1 minuto. Para
asegurar la eliminacion de todo el etanol de los lavados se centrifugd la columna a

13.300 rpm durante 3 minutos.

Para la recuperacion del ADN, la columna fue depositada en un tubo eppendorf de 1,5
ml y se le afiadieron 200 ul de IBIAN Elution Buffer. Después de incubar a 70° C
durante 3 minutos, se centrifug6 a 8.000 rpm durante 1 minuto y el ADN se conservo a -

20° C hasta su uso.
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3.4.2 Técnicas moleculares para la deteccion de Entamoeba spp.

La diferenciacion entre E. dispar y E. histolytica se realizd siguiendo el protocolo
descrito por Gutiérrez-Cisneros et al. en 2009 y para E. moshkovskii el descrito por Ali

et al. en 2003, con pequefias modificaciones.

El ADN control para E. moshkovskii fue cedido por el Dr. Graham Clark (The London
School of Hygiene & Tropical Medicine, Londres, Inglaterra).

Se desarrolld una nested-PCR, ya que este tipo de reaccion permite un incremento de la
sensibilidad al contar con dos pasos de amplificacion, y de la especificidad al utilizar
dos parejas de cebadores distintos en cada paso de amplificacion.

Técnica molecular para la deteccion de E. histolytica y E. dispar

Para la PCR, se utilizaron cebadores disefiados por Evangelopoulos et al. (2000) y por
Paglia &Visca (2004).

En la primera PCR se utilizaron los cebadores E1 y E2 que permiten amplificar un
fragmento genérico para E. histolytica y E. dispar de 1076 pb (Tabla MM-2). En un
segundo paso, con este producto se llevd a cabo la segunda reaccion de PCR con los
cebadores Eh-1 y Eh-r especificos para E. histolytica obteniendo un producto de
amplificacion final de 427 pb y los cebadores Ed-1 y Ed-r especificos para E. dispar,
obteniendo un producto final amplificado de 195 pb (Tabla MM-2).

La reaccion para la primera PCR se desarrollo en un volumen final de 50 pl empleando
5 ul de ADN, 5 pl de buffer 10X ([100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KCI]
(BIOTOOLS B&M Labs, S.A, Madrid, Spain); 1,5 pl de MgCl, 50 mM (BIOTOOLS
B&M Labs, S.A, Madrid, Spain); 0,4 ul de desoxinucle6tidos trifosfatos (ANTPs) 25
uM (dATP, dTTP, dGTP y dCTP) (Promega Corporation, USA); 1 ul de cada cebador
de 12,5 uM (Isogen Life Science, De Meern, Netherlands ), 0,3 pl de Taq polimerasa de
5 U/ul (BIOTOOLS B&M Labs, S.A) y 36,1 ul de agua destilada estéril. Las
condiciones de amplificacidn consistieron en un paso previo de desnaturalizacion a 95 °©
C durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 94 ° C durante 50 segundos, 50 ° C durante
90 segundos y 72 ° C durante 120 segundos, seguido de una extension final a 72 ° C

durante 7 minutos.
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La reaccion para la segunda PCR se desarroll6 en dos tubos eppendorf diferentes, uno
para E. histolytica y otro para E. dispar; con un volumen final en cada uno de 50 pl,
empleando las mismas cantidades y concentracion de reactivos, asi como de los
diferentes cebadores para preparar el Master-Mix, utilizadas en el procedimiento de la
primera PCR. Como ADN se utiliza el producto de la primera PCR. También las
condiciones de amplificacion de la segunda reaccién de PCR fueron las mismas de la

primera reaccion, excepto en la temperatura de alineacion que fue de 58° C.

Técnica molecular para la deteccion de E. moshkovskii

Para la deteccion de E. moshkovskii, se utilizaron cebadores disefiados por Ali et al.
(2003).

En la primera PCR, los cebadores R-R5 y R-R3 permiten amplificar un fragmento de
ADN de 323 pb (Tabla MM-2). Posteriormente, con este producto se llevé a cabo la
segunda reaccion de PCR con los cebadores EmR-1 y EmR-2 especificos para E.

moshkovskii obteniendo un producto de amplificacion final de 260 pb (Tabla MM-2).

La reaccion para la primera PCR se desarroll6 en un volumen final de 25 pl empleando
2,5 ul de ADN, 2,5 pl de buffer 10X ([100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KClI]
(BIOTOOLS B&M Labs, S.A); 0,75 ul de MgCl, 50 mM (BIOTOOLS B&M Labs,
S.A, Madrid, Spain); 0,25 ul dNTPs 25 uM (dATP, dTTP, dGTP y dCTP) (Promega
Corporation, USA); 2,5 ul de cada cebador 10 uM (Isogen Life Science, De Meern,
Netherlands), 0,3 ul de Taq polimerasa de 5 U/pl (BIOTOOLS B&M Labs, S.A,
Madrid, Spain) y 14 pl de agua destilada estéril. Las condiciones de amplificacion
consistieron en: un paso previo de desnaturalizacion a 94 ° C durante 5 minutos, seguido
de 40 ciclos de 94 ° C durante 60 segundos, 55 ° C durante 90 segundos y 72 ° C durante

120 segundos, seguido de una extension final a 72 © C durante 5 minutos.

La reaccion para la segunda PCR se desarrollo en un volumen final de 50 pl empleando
5 ul de ADN de la primera PCR, 5 pl de buffer 10X, 1,5 ul de MgCl, 50 mM; 0,5 ul de
dNTPs 25 uM; 5 ul de cada cebador 10 uM, 0,3 pl de Taq polimerasa y 32 ul de agua
destilada estéril. Las condiciones de amplificacion de la segunda reaccion de PCR

fueron las mismas que se describen para la primera reaccion de PCR.
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Tabla MM-2. Cebadores utilizados en la amplificacion del gen SSUrDNA

Gen Cebadores Secuenciade 5'a 3' Pares de Referencia
base
El TGCTGTGATTAAAACGCT 1076
E2 TTAACTATTTCAATCTCGG Evangelopoulos
Eh-1 ACATTTTGAAGACTTTATGTAAGT A 427 etal., 2000.
Eh-r CAGATCTGAAAACAATGCTTCTCT Paglia &Visca,
sSUIDNA | E9-L GTTAGTTATCTAATTTCGATTAGAA 195 2004
Ed-r ACACCACTTACTATCCCTACC
R-R5 AGCATCAGCCTTCTAAGCTG 323
R-R3 CTTCCGACTGAGCTAACAAG Al et al.. 2003
EmR-1 GGCGCCTTTTTTACTTTATGG 260 "
EmR-2 GCTAACAAGGCCAATCGATAA A

3.4.3 Técnicas moleculares para la deteccion de Cryptosporidium spp.

PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction -

Polymorphism)

Restriction Fragment Length

La técnica se utiliza con el fin de identificar las especies y genotipos de
Cryptosporidium presentes en Guinea Ecuatorial (Xiao et al., 1999; Feng et al., 2007).
Para todas las muestras positivas por ICR y/o por tincion de ZNm se procedio a realizar
la técnica de PCR anidada que amplifica el gen de la subunidad 18S del rRNA
(SSUrRNA) del ARN ribosomal. En la primera PCR se obtuvo un producto de 1325 pb
utilizando los cebadores Ssul y Ssu2, y en la segunda reaccion de PCR, con los
cebadores Ssu3 y Ssu4, se obtuvo un amplificado de 826-864 pb, dependiendo de la
especie (Tabla MM-3).

La reaccién para la primera PCR se desarroll6 en un volumen final de 25 pl utilizando 2
ul de ADN, 2,5 pl de buffer 10X ([100 mM Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KCI]
(BIOTOOLS B&M Labs, S.A, Madrid, Spain); 1 ul de MgCl, 50 mM (BIOTOOLS
B&M Labs, S.A); 0,2 ul de dANTPs 25 uM (dATP, dTTP, dGTP y dCTP) (Promega
Corporation, USA); 0,25 ul de cada cebador 10 uM (Isogen Life Science, De Meern,
Netherlands), 0,3 ul de Taq polimerasa de 5 U/ul (BIOTOOLS B&M Labs, S.A,
Madrid, Spain) y 18,8 ul de agua destilada estéril. Las condiciones de amplificacion
consistieron en un paso previo de desnaturalizacion a 94 ° C durante 3 minutos, seguido
de 35 ciclos de 94 ° C durante 45 segundos, 55 ° C durante 45 segundos y 72 ° C durante
60 segundos, y de una extension final a 72 °C durante 7 minutos.
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La reaccion para la segunda PCR se desarrollo en un volumen final de 50 pl empleando
3 pl de ADN de la primera PCR, 5 pl de buffer 10X, 1,5 ul de MgCl, 50 mM; 0,4 ul de
dNTPs 25 uM; 0,5 ul de cada cebador 1 uM, 0,3 pl de Taq polimerasa y 39,1 ul de agua
destilada estéril. Las condiciones de amplificacion de la segunda reaccion de PCR

fueron las mismas que se describen en la primera reaccion de PCR.

Tabla MM-3. Cebadores utilizados en la amplificacion del gen SSUrRNA

Gen Cebador Secuenciade5'a 3' Pares | Referencia
de base
Ssul TTCTAGAGCTAATACATGCG
Ssu? CCCTAATCCTTCGAAACAGGA 1325 Xiao et al.,
SSUrRNA Ssu3 GGAAGGGTTGTATTTATTAGATAAAG 826-864 1999

Ssu4 AAGGAGTAAGGAACAACCTCCA

Andlisis de polimorfismos de los fragmentos de restriccion (RFLP)

Para diferenciar algunas especies de Cryptosporidium, con las muestras de la segunda
PCR en las que se obtuvo una amplificacion del tamafio esperado, se realiz6 un analisis
de polimorfismos de los fragmentos con las endonucleasas Sspl de 10 u/ul y Vspl 12
u/ul (Promega Corporation, USA) (Feng et al., 2007; Xiao et al., 1999), para ello, se
realizd la digestion de 3 ul del producto de la segunda PCR con 1 ul de cada una de las
enzimas de restriccion en tubos separados, 2 ul del tampdn de reaccién 10X de la
enzima correspondiente en cada caso y 14 ul de agua destilada estéril; con un volumen
total de 20 pl. La mezcla fue incubada a 37° C durante 24 horas, tras lo cual, las
muestras fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa al 1,5% tifiendo con

bromuro de etidio para su posterior visualizacion.

Técnica de nested-PCR del gen gp60.

Para determinar las familias y los subtipos de todos los aislados identificados como C.
parvum y C. hominis se amplificé y estudié un fragmento del gen gp60 que codifica la
glicoproteina GP60 de 60 KDa presente en la superficie de los esporozoitos de
Cryptosporidium, cuya funcion se encuentra implicada en la adhesién del mismo a la
célula hospedadora (Strong et al., 2000; Wu et al., 2003).
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Para el desarrollo de la técnica se siguio el protocolo descrito por Glaberman et al.
(2002) con algunas modificaciones. El fragmento del gen gp60 (800-850pb) fue
amplificado por una PCR anidada, con las siguientes reacciones:

En la primera PCR se utilizaron los cebadores AL3531 y AL3535 (Tabla MM-4), la
reaccion de amplificacion se realizé en un volumen total de 50 pl, con 3 ul de ADN, 5
ul de buffer 10X (BIOTOOLS B&M Labs, S.A), 3 ul de MgCl, 50mM (BIOTOOLS
B&M Labs, S.A, Madrid, Spain), 0,5 ul de dNTPs 25 mM (Promega Corporation,
USA), 1 ul de cada cebador 10 uM (Isogen Life Science, De Meern, Netherlands), 0,3
ul de Taq polimerasa de 5 U/ul (BIOTOOLS B&M Labs, S.A, Madrid, Spain) y 36,5 ul
de agua destilada estéril. Las condiciones de amplificacion consistieron en un paso
previo de desnaturalizacion de 95° C durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos de 95° C
durante 45 segundos, 52 ° C durante 45 segundos y 72 ° C 60 segundos, con una

extension final a 72 ° C durante 10 minutos.

En la segunda PCR se utilizaron los cebadores AL3532 y AL3534 (Tabla MM-4), la
reaccion de amplificacion se realiz6 en las mismas condiciones de la primera PCR, asi

como la mezcla de reaccion. Se utilizé la muestra procedente de la primera PCR.

Tabla MM-4. Cebadores utilizados en la amplificacién del gen gp60

Gen Cebador Secuenciade 5'a 3' Pares de Referencia
bases
AL3531 ATAGTCTCCGCTGTATTC 980-1000
gp60 AL3535 GGAAGGAACGATGTATCT Alves et al.,
AL3532 TCCGCTGTATTCTCAGCC 800-850 2003

AL3534  GCAGAGGAACCAGCATC

3.4.4 Técnicas moleculares para la deteccion y genotipado de Giardia
SPP.
Para el genotipado de Giardia se realizd un analisis multilocus, amplificando por

técnicas de PCR fragmentos del gen tpi y de la g-giardina. Para la amplificacion del gen

tpi se realizaron dos técnicas de PCR diferentes, que se detallan a continuacion.
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Genotipado de Giardia duodenalis mediante PCR-RFLP del gen tpi.
Deteccion de genotipos Ay B

Para clasificar los distintos genotipos humanos de Giardia duodenalis se realiz6 una
doble reaccién en cadena de la polimerasa (PCR anidada), que amplifica un fragmento
del gen de la triosafosfatoisomerasa (tpi), que permite diferenciar los distintos

genotipos, linajes o grupos genéticos que afectan al hombre el Ay B.

Los cebadores utilizados para genotipar Giardia duodenalis gen tpi, fueron los
disefiados por Amar y colaboradores (Amar et al., 2002) con alguna modificacién
(Tabla MM-5).

Tabla MM-5. Cebadores utilizados en la amplificacion del gen tpi

Gen Cebadores Secuenciade5'a 3' Pares | Referencia
de base

Genotipo A
TPIAF (tpi genotipo A forward) CGAGACAAGTGTTGAGATGC
TPIAR (tpi genotipo A reverse) GTCAAGAGCTTACAACACG

TPIAIF (tpi genotipo A inner CCAAGAAGGCTAAGCGTGC 550
forward) Amar et al.,

tpi -

P Genotipo B 2002
TPIBF (tpi genotipo B forward) GTTGCTCCCTCCTTTGTGC
TPIBR (tpi genotipo B reverse) CTCTGCTCATTGGTCTCGC

TPIBIF (tpi genotipo B inner GCACAGAACGTGTATCTGG 140
forward)

La reaccion para la primera PCR, se realiz6 por separado con dos parejas de cebadores
para cada genotipo: para el genotipo A se utilizaron los cebadores TPIAF-TPIAR y para
el genotipo B los cebadores TPIBF-TPIBR, obteniendo un fragmento del gen tpi de 576
pb para el genotipo A y de 208 pb para el B.

La reaccidn se desarrollé en dos tubos de reaccion por separado y de manera simultanea
en un volumen final de 25 ul empleando Sul de ADN, 2,5 ul de buffer 10X ([100 mM
Tris-HCI, pH 8,3; 500 mM KCI] (BIOTOOLS B&M Labs, S.A); 1 ul de MgCl, 50mM
(BIOTOOLS B&M Labs, S.A, Madrid, Spain); 0,25 ul de dNTPs 25 uM (Promega
Corporation, USA); 0,75 ul de cada cebador 10 uM (Isogen Life Science, De Meern,
Netherlands), 0,3 pul de Taq polimerasa de 5 U/pl (BIOTOOLS B&M Labs, S.A,
Madrid, Spain) y 14,75 ul de agua destilada estéril. Las condiciones de amplificacion
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consistieron en un paso previo de desnaturalizacion a 94 ° C durante 5 minutos, seguido
de 25 ciclos de 94 ° C durante 30 segundos, 52 ° C durante 30 segundos y 72 ° C durante
30 segundos, seguido de una extension final a 72 ° C durante 10 minutos.

La reaccion para la segunda PCR se desarroll6 de la misma manera que la primera,
utilizando los cebadores TPIAIF- TPIAR para el genotipo A y TPIBIF-TPIBR para el
genotipo B, obteniendo un fragmento de 550 pb para el genotipo A y 140 pb para el B.

La reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 50 pl, empleando 2 pl de ADN de la
primera PCR, 5 ul de buffer 10X (BIOTOOLS B&M Labs, S.A), 1,5 ul de MgCl,
50mM (BIOTOOLS B&M Labs, S.A, Madrid, Spain); 0,5 pl de dNTPs 25 uM
(Promega Corporation, USA); 5 ul de cada cebador 10 uM (Isogen Life Science, De
Meern, Netherlands), 0,3 pl de Taq polimerasa (BIOTOOLS B&M Labs, S.A, Madrid,
Spain) y 31 ul de agua destilada estéril. Las condiciones de amplificacion consistieron
en un paso previo de desnaturalizacion a 94 ° C durante 5 minutos, seguido de 35 ciclos
de 94 ° C durante 20 segundos, 52 © C durante 20 segundos y 72 ° C durante 30
segundos, seguido de una extension final a 72 ° C durante 10 minutos.

Amplificacion de un fragmento de 530 pb del gen tpi de Giardia

Teniendo en cuenta el potencial zoono6tico de Giardia duodenalis y la diversidad
genética de este parasito, ya apreciada por otros autores al caracterizar el gen tpi (Ey et
al., 1993; Baruch et al., 1996; Monis et al., 1996; Monis et al., 1999), se llevo a cabo la
técnica de PCR desarrollada por Sulaiman (Sulaiman et al., 2003) que utiliza los

cebadores que se muestran en la Tabla MM-6.

En la primera PCR se utilizaron los cebadores AL3543 y AL3546, obteniendo un
producto final de 605 pb. La reaccion de amplificacién se realiz6 en un volumen final
de 50 pl, con 5 pl de ADN, 5 ul de buffer 10X (BIOTOOLS B&M Labs, S.A), 3 ul de
MgCl, 50 mM (BIOTOOLS B&M Labs, S.A, Madrid, Spain), 0,4 ul de dNTPs 25 mM
(Promega Corporation, USA), 2 ul de cada cebador 5 uM (Isogen Life Science, De
Meern, Netherlands), 0,3 ul de Taq polimerasa de 5 U/ul (BIOTOOLS B&M Labs, S.A,
Madrid, Spain) y 32,6 ul de agua destilada estéril. Las condiciones de amplificacion

consistieron en un paso previo de desnaturalizacion a 94° C durante 5 minutos, seguido
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de 35 ciclos con la siguiente secuencia: 94 ° C durante 45 segundos, 50 ° C durante 45

segundos y 72 ° C, 60 segundos, con una extension final a 72 ° C durante 10 minutos.

En la segunda PCR se utilizaron los cebadores AL3544 y AL3545, obteniendo un
producto final de 530 pb. La reaccién de amplificacién y la mezcla de reaccion se
realizaron en las mismas condiciones de la primera PCR. Como ADN diana, se

utilizaron 2,5 pl de muestra procedente de la primera PCR.

Tabla MM-6. Cebadores utilizados en la amplificacién del gen tpi-Sulaiman

Gen Cebador Secuenciade 5'a 3 Pares Referencia
de base
AL3543 AAATIATGCCTGCTCGTCG 605
tpi-sulaiman AL3546 CAAACCTTITCCGCAAACC Sulaiman et
AL3544 CCCTTCATCGGIGGTAACTT 530 al., 2003

AL3545 GTGGCCACCACICCCGTGCC

PCR-RFLP para Giardia duodenalis del gen g-giardina

La amplificacion del gen f -giardina se realiz6 mediante un protocolo de PCR anidada.
En la primera reaccion de PCR se utilizaron dos cebadores G7 directo y el cebador
G759 reverso con una amplificacion final de 753 pb, descrito y disefiado por Caccio et
al. (2002) (Tabla MM-7). En la segunda reaccion de PCR, los cebadores utilizados
fueron los G1 y G2 disefiados por Lalle et al. (2004) que producen una amplificacion
final de 511 pb (Tabla MM-7).

En la primera PCR, la reaccion de amplificacion se realizé en un volumen final de 50
ul, con 3 pl de ADN, 5 pl de buffer 10X (BIOTOOLS B&M Labs, S.A), 1,5 ul de
MgCl, 50 mM (BIOTOOLS B&M Labs, S.A, Madrid, Spain), 0,4 ul de dNTPs 25 mM
(Promega Corporation, USA), 2 ul de cada cebador 10 uM (Isogen Life Science, De
Meern, Netherlands), 0,5 ul de Taq polimerasa de 5 U/ul (BIOTOOLS B&M Labs, S.A,
Madrid, Spain) y 36,1 ul de agua destilada estéril. Las condiciones de amplificacion
consistieron en, un paso previo de desnaturalizacion a 95° C durante 15 minutos, tras el
cual, y antes de comenzar los ciclos, se afiadid la Taq polimerasa; seguido de 35 ciclos
en las siguientes condiciones: 95 © C durante 30 segundos, 65 ° C durante 30 segundos y

72 ° C durante 60 segundos, con una extension final a 72 °© C durante 7 minutos.
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En la segunda PCR, la reaccion de amplificacion se realizd en un volumen final de 50
ul, con 2 ul de ADN de la primera reaccion, 5 pl de buffer 10X (BIOTOOLS B&M
Labs, S.A), 1,5 ul de MgCl, 50mM (BIOTOOLS B&M Labs, S.A, Madrid, Spain), 0,4
ul de dNTPs 25 mM (Promega Corporation, USA), 2 ul de cada cebador 10 uM (Isogen
Life Science, De Meern, Netherlands), 0,5 ul de Taq polimerasa de 5 U/ul (BIOTOOLS
B&M Labs, S.A, Madrid, Spain) y 37,1 ul de agua destilada estéril. Las condiciones de
amplificacion consistieron en un paso previo de desnaturalizacion a 95° C durante 15
minutos, tras el cual se afiade la Taq polimerasa; seguido de 35 ciclos con las
condiciones siguientes: 95 ° C durante 30 segundos, 55 ° C durante 30 segundosy 72°C

durante 60 segundos, con una extension final a 72 ° C durante 7 minutos.

Tabla MM-7. Cebadores utilizados en la amplificacion del gen g-giardina

Gen Cebador Secuenciade 5'a 3" Pares | Referencia
de base
G7 AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC 753 Caccid et al.,
p-giardina G759 GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC 2002
Gl GAACGAACGAGATCGAGGTCCG 511 Lalle et al.,
G2 CTCGACGAGCTTCGTGTT 2004

3.4.5 Electroforesis en gel de agarosa

Para visualizar los productos de la segunda PCR de Giardia spp., Entamoeba spp.,
Cryptosporidium spp. y para la observacion del patron de bandas PCR-RFLP que se
obtiene para diferenciar las especies de Cryptosporidium, se utilizéd la electroforesis en

un gel de agarosa.

La electroforesis consiste en la separacion del ADN en un gel de agarosa. Se basa en la
migracion unidireccional de esta molécula a través de una matriz porosa cuando se
aplica un campo eléctrico. La electroforesis se lleva a cabo con un tampon a pH 8,0. A
este pH, el ADN tiene una carga negativa y migra desde el polo negativo (catodo) al
polo positivo (anodo). La movilidad electroforética del ADN depende, sobre todo, de su
tamafo y conformacion, y se ve poco afectada por la composicién de pares de bases o

por la secuencia.

La visualizacion de los fragmentos de ADN se consigue mediante la incorporacion al
gel de un colorante fluorescente, bromuro de etidio, que se intercala entre las dos
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cadenas de ADN. Este reactivo revela la presencia de una banda de ADN al ser

iluminado con luz ultravioleta.

Procedimiento de preparacion del gel de agarosa

La concentracion de agarosa que se utiliza estd condicionada por el tamafio de los
fragmentos de ADN a separar. En nuestro caso se han utilizado geles de agarosa del
1,5% para las segundas PCR de pesos moleculares de aproximadamente 800 pb y del
2% en las que son menores de 400 pb y para bandas que se desea purificar para
conseguir una mayor garantia de pureza. Los geles se han preparado segun se describe a

continuacion:

- Se mezclan 1,5 o 2 gramos de agarosa (Agarosa tipo | estandar PB, Panreac) en
100 ml de TBE x 0,5 (Tris 0.045 mM, acido boérico 0,045 mM, EDTA 0,001

mM, pH 8,0) llevandolo a ebullicion hasta su total disolucion.

- Se deja enfriar hasta unos 50-60° C aproximadamente y se afiade 3 ul de una

solucion acuosa de bromuro de etidio (BrEt) 0,5 pg/ml por cada 50 ml de gel.

- Se vierte la solucién en una bandeja de electroforesis previamente sellada y con

el correspondiente molde para formar los pocillos, y se deja solidificar.

- Seretira el molde, con cuidado para no dafiar los pocillos, y se coloca la bandeja
con el gel en la cubeta de electroforesis llena de tampon TBE x0,5 hasta la
medida sefializada.

Se utilizaron cubetas de electroforesis horizontal (BIOCOM DIRECT.COM. Serial N°.
BCMS 1509101219 y VARI-GEL. Serial N°. 502) y se desarroll6 la electroforesis a 97-
100V.

El marcador utilizado fue DNA del Fago A (Promega 502 pg/ml) digerido con Pst |
(Advanced Biotecnologies 10 U/ul).

61



Preparacion del marcador DNA del Fago J para un volumen final de 400 l:

Se realiza la siguiente mezcla:

- 100 pl fago A.

- 40 pl tampdn multi-core 10x.

- 20l Pst 1.

- 240 ul de H,0 MQ (doble destilada, estéril).
Se incuba a 37° C durante 24 horas.

El marcador y las muestras del producto de la segunda PCR fueron mezclados cada uno
con una solucién de carga (1% SDS, 50% glicerol, 0,05%, azul de bromofenol): 3 ul de
solucion de carga y 5 ul del marcador; para las muestras 3 pl de solucién de carga y 10
ul de muestra. Se dispensa cada una en uno de los pocillos formados por el molde en el

gel.

La visualizacion de los fragmentos de ADN se consiguié iluminando con luz UV de 340
nm mediante un trans-iluminador Viber Lourmet y la captura de las fotos con un

capturador de imagenes de la misma casa comercial.

3.4.6 Purificacion del DNA a partir de la segunda PCR

Para la purificacion de los productos de la segunda reaccién de las diferentes PCR se
empled el “Quick Referente Protocol Card. Illustra™ GFX™ PCR DNA and band

purification Kit”, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para ello, tras la electroforesis se procedié a cortar la banda esperada y/o recoger

directamente el producto de la segunda PCR y depositarla en un eppendorf de 1,5 ml.

Primer paso: para la captura de la muestra, se aflade a lo anterior 500 pl del buffer de
captura a la muestra para desnaturalizar las proteinas y/o disolver la agarosa, se agita
por inversion. Si la muestra procede de un gel de agarosa se incubara a 60° C hasta su

disolucion total, observando que el color final sea amarillo o naranja palido.

Segundo paso: union de la muestra. Se transfiere la mezcla del primer paso a la columna
de illustration GFX Microspin para unir el ADN a la membrana de la misma. Se incuba

a temperatura ambiente 1 minuto. Se centrifuga a 13.000 rpm durante 30 segundos.



Material y Métodos

Tercer paso: lavado y secado con el buffer de lavado tipo 1 para eliminar sales y otros
contaminantes de la membrana ligada al DNA. Se afiade 500 pl del buffer de lavado
tipo 1y se centrifuga a 13.000 rpm durante 30 segundos.

Cuarto paso: tras eliminar cualquier exceso de buffer por centrifugacion, se procedio a
afiadir 20 pl del buffer de elucidén tipo 6 (agua esterilizada, libre de nucleasas) a la
columna, se incuba 1 minuto a temperatura ambiente, se centrifuga a 13.000 rpm
durante 1 minuto, se guarda la muestra a -20° C hasta el momento de su electroforesis

y/0 envio para su secuenciacion.

Electroforesis del gen purificado.

Para valorara los productos de la segunda PCR purificados de Giardia spp., Entamoeba
spp., Y Cryptosporidium spp. se utiliz6 la electroforesis en un gel de agarosa al 2%. El
gel fue preparado con agarosa (Agarosa tipo | estandar PB, Panreac); en tampon TBE
0,5x (Tris-borato 0,045 mM, EDTA 0,001 mM pH 8,0) y tincion con bromuro de etidio
(BrEt) 3 ul de solucién (0,5 pug/ml) por cada 50 ml de gel.

En una cubeta de electroforesis horizontal (BIOCOM DIRECT.COM. Serial N° BCMS
1509101219 y VARI-GEL. Serial N° 502) se desarroll¢ la electroforesis a 97-100 V. Se
utilizé un buffer 5x (BIOLINE) con un marcador que permita la posterior cuantificacion
(Easyladderl 100 lanes de BIOLINE): 2 ul de buffer y 3 pl de marcador; y para las
muestras la solucion de carga: 3 ul de solucion de carga y 3 pl de muestra.

La visualizacion de los fragmentos de ADN se consiguio con un trans-iluminador Viber
Lourmet y la captura de las fotos con un capturador de imagenes de la misma casa

comercial.

3.4.7 Secuenciacion

Los productos de la segunda PCR de Cryptosporidium spp. del gen de la subunidad 18S
rRNA (SSUrRNA) y del gen gp60; Entamoeba spp. del gen rRNA de las subunidades
pequefias (SSUrDNA) y Giardia spp. (gen tpi, gen tpi-Sulaiman y g-giardina) fueron
purificados con Quick Referente Protocol Card. Illustra™ GFX™ PCR DNA and band
purification Kit y llevados al Centro de Analisis Genético de Zaragoza para su

secuenciacion.
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Analisis de secuencias

El anélisis de las secuencias se llevd a cabo utilizando los programas Chromas Lite,
Blast tool y BioEdit v7.0.5.3.

3.5 Analisis estadisticos de los datos

Las variables de las entrevistas y los resultados analiticos de las heces se analizaron
mediante el paquete estadistico SPSS 19.0 (licencia de la Universidad de Zaragoza) y
Epidat v3.0.

En primer lugar se realiz6 una descripcion de todas las variables de la muestra mediante
los estadisticos media y desviacion estandar si las variables seguian distribuciones
normales y mediana y recorrido intercuartilico si las variables no seguian distribucion
gausiana. En el caso de variables cualitativas se valord la proporcion de las diferentes
variables con su intervalo de confianza al 95% (I1C95%). El analisis bivariante y en caso
de variables cualitativas se realizo mediante el test de y2 de Pearson y la prueba exacta
de Fisher. El analisis post hoc para conocer entre qué valores de las variables existia
asociacion importante se baso en la valoracion de los residuos ajustados de Haberman,
realizando la correccion de Bonferroni, en caso de tablas de més de 2x2. La medida de
los riesgos asociados a cada factor se realizo mediante el calculo de la Odds Ratio con
su intervalo de confianza al 95%. El nivel de significacion fue p<0,05. Para las distintas
pruebas diagndsticas se evaluo la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
(VPP), valor predictivo negativo (VPN) tomando como “gold standard” la PCR. La
concordancia de los resultados entre los distintos métodos diagnosticos se evalud
mediante el nivel de concordancia y el coeficiente Kappa. Estos datos han sido

representados mediante la curva ROC (caracteristicas operativas del receptor).

Nota: por comodidad los resultados se han dado en porcentajes a pesar del escaso
numero de muestras presentadas en algunos casos, para subsanar este “error pactado” se
ha puesto al lado de cada porcentaje el numero de muestra sobre el que se estaba

trabajando.
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Depuracion

Se llevo a cabo una revision general y exhaustiva de todos los registros, fichas,

muestras, resultados encontrados y tratamientos ofrecidos.
Verificacidn y control de calidad de los datos

Se procedio a la verificacion de la coherencia de las bases de datos-fichas (una por una).
Para el control de calidad, se escogieron de manera aleatoria el 10% de muestras
negativas de las especies caracterizadas para someterlas al mismo procedimiento
diagnostico. Para las técnicas microscopicas, cada muestra fue observada por al menos

tres microscopistas diferentes.

Estratificacion de variables

Apareamiento y/o cruzamiento de variables segin su importancia y su nivel de

asociacion con otras.

3.6 Consideraciones éticas

La participacion fue voluntaria, y de cada sujeto se obtuvo el consentimiento informado
y firmado por escrito (Anexo 5y 6). Se mantuvieron encuentros informativos con cada
paciente para explicar en qué consistia el estudio, comentar los resultados de su muestra
y ofrecerle tratamiento segun necesidad (Tabla MM-8). Los tratamientos fueron
verificados y controlados a los quince dias. Asi mismo, se ofrecieron charlas de
educacién para la salud en cuanto a normas de higiene medioambiental y alimenticia.
Cada muestra de heces fue codificada, de tal manera que se garantizara la
confidencialidad de los datos correspondientes a las personas que han participado en el
estudio. Este estudio fue aprobado y validado por el Ministerio de Sanidad y Bienestar
Social de Guinea Ecuatorial (Anexos 7-9) y por la OMS (oficina de la representacion de
la Organizacion Mundial de la Salud en Guinea Ecuatorial) (Anexos 10 y 11) vy el

Comité Etico de Aragon (CEICA, Zaragoza, Espaia).

65



Tabla MM-8: Protocolo de tratamientos antiparasitarios intestinales.

PARASITO MEDICACION | CANTIDAD | DOSIS DURACION
POR DOSIS | DIARIA
Entamoeba spp.** Metronidazol 500 mg. 3 7 dias
Blastocystis hominis | Metronidazol 250 mg. 3 10 dias
L Mebendazol 500 mg. 1 1 dia
A. lumbricoides Albendazol 400 mg. 1 1dia
T trichiura Mebendazol 500 mg. 1 1 dfa
Albendazol 400 mg. 1 1dia
S. stercoralis Mebendazol 300 mg. 2 3 difas
' Albendazol 400 mg. 1 1dia
Uncinarias spp. Albendazol 400 mg. 1 1 dia. Repetir a los 15 dias
Giardia spp. Metronidazol 250 mg. 3 7 dfas
Albendazol 400 mg. 2 5 dias
Schistosoma spp. Prazicuantel ™ 600 mg. 2 ldia

* Son en total 4 comprimidos de 600 mg. cada uno, se toman 2 y se repite la toma a las 6 horas.
** Si presenta sintomas intestinales.
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Resultados Técnicas Microscopicas

4. RESULTADOS DE LAS TECNICAS MICROSCOPICAS
PARA LA DETECCION DE PARASITOS INTESTINALES

4.1 Descripcion de la muestra

4.1.1 Participantes VIH positivos

En relacion al origen geogréfico, 48,8% (260/533) procedian de la Isla de Bioko y 51,2
(273/533) de la Region Continental.

Malabo -Isla de Bioko-

De los 260 pacientes VIH positivos participantes en el estudio de la Isla de Bioko, la
media de edad fue de 35,6 + 11,0, con un rango de 1-63 afios. De ellos, el 25,4%
(66/260) eran varones y 74,6% (194/260) mujeres. La clasificacion por edad re-

codificada fue la siguiente:

97,3% (253/260) eran adultos, 75,5% (191/253) mujeres y 24,5% (62/253) varones, de
ellos, 34,8% (88/253) eran inmunocompetentes, 28,5% (72/253) presentaban una
inmunosupresion moderada, 22,1% (56/253) una inmunosupresion avanzada y 13,4%
(34/253) una inmunosupresion severa. De las mujeres, 22 estaban embarazadas, 19 con
TARYV para prevenir la transmision vertical y 3 sin tratamiento. De todos los adultos, 79
estaban bajo seguimiento clinico y 174 bajo tratamiento antirretroviral, 164 con

esquemas terapéuticos de primera linea y 10 con esquemas de segunda linea.

Tabla VD-1: Datos demograficos, estado inmunolégico y tratamiento ARV. Adultos. Isla de Bioko

Sexo Ne % INC ISM ISA ISS S/V  Seguimiento TARV  1%linea 22linea

Varoén 62 245 15 22 16 9 0 21 41 37 6
Mujer 191 755 73 50 40 25 3 58 133 127 4
TOTAL 253 100 88 72 56 34 3 79 174 164 10

INC: inmunocompetente, ISM: inmunosupresion moderada, ISA: inmunosupresion avanzada, ISS: inmunosupresion severa y S/V:
sin valor

El 2,7% (7/260) eran nifios, de los cuales el 57,1 (4/7) varones y 42,9 (3/7) nifias; de
ellos, el 28,6% (2/7) inmunocompetentes, el 14,3% (1/7) presentaban una
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inmunosupresion moderada, el 28,6% (2/7) una inmunosupresion avanzada y el 28,6%
(2/7) una inmunosupresion severa. En seguimiento clinico habia 5 y bajo tratamiento

antirretroviral 2, ambos con esquemas terapéuticos de primera linea.

Tabla VD-2: Datos demograficos, estado inmunolégico y tratamiento ARV. Nifios. Isla de Bioko

Sexo Ne % INC ISM ISA ISS S/V  Seguimiento  TARV  1%linea 22linea

Varoén 4 571 2 0 0 2 0 3 1 1 0
Mujer 3 429 0 1 2 0 0 2 1 1 0
TOTAL 7 100 2 1 2 2 0 5 2 2 0

INC: inmunocompetente, ISM: inmunosupresion moderada, ISA: inmunosupresion avanzada, ISS: inmunosupresion severa 'y S/V:
sin valor

Tabla VD-3: Datos demograficos, estado inmunolégico y tratamiento ARV. Datos generales. |. Bioko.

Edad Sexo VIH+ |INC ISM ISA ISS S/V  Seguimiento TARV 1%linea 2%linea

<15 Varén 4 2 0 0 2 0 3 1 1 0
afos

Mujer 3 0 1 2 0 0 2 1 1 0

> 15 Varén 62 15 22 16 9 0 21 41 37 6
afos

Mujer 191 73 50 40 25 3 58 133 127 4

TOTAL 260 90 73 58 36 3 84 176 166 10

INC: inmunocompetente, ISM: inmunosupresion moderada, ISA: inmunosupresion avanzada, ISS: inmunosupresién severa y S/V:
sin valor

En cuanto al lugar de residencia, los pacientes VIH positivos de la Isla de Bioko viven
el 7,7% (20/260) en las zonas rurales, el 31,2% (81/260) en las zonas urbanas y el
61,2% (159/260) en el cinturén urbano.
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20 (7,7)

81 (31,2)

159 (61,1)

@ Rural B Urbana B Cinturén

Figura VD-1: Lugar de residencia de los participantes VIH positivos. Isla de Bioko.

En relacion a la informacion higiénica, el 4,6% (12/260) la tenian alta, el 21,9%
(57/260) media y el 73,5% (191/260) baja. Nivel de formacion académica: el 15,4%
(40/260) tenian formacion profesional, el 38,5% (100/260) secundaria y el 46,1%
(120/260) primaria o nula. Y en cuanto al nivel socioeconémico el 8,5% (22/260) tenian
un nivel alto, el 67,3% (175/260) medio y el 24,2% (63/260) bajo.

Tabla VD-4: Variables socioldgicas en participantes VIH positivos. Con residencia en la Isla de Bioko.

Variable Alto/Profesional Medio/Secundaria Bajo/Primaria-Nula
Formacion académica 15,4 (40/260) 38,5 (100/260) 46,1 (120/260)
Informacién higiénica 4,6 (12/260) 21,9 (57/260) 73,5 (191/260)
Nivel socioecondmico 8,5 (22/260) 67,3 (175/260) 24,2 (63/260)

En cuanto a la sintomatologia, el 15,8% (41/260) tenian diarrea, el 12,3% (32/260)
estrefiimiento y el 31,5% (82/260) presentaban otros sintomas como dolor, aerofagia,

retortijones, etc.
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Bata - Region Continental

En la Regién Continental, se reclutaron 273 personas VIH positivas, de las que el 62,3%
(170/273) procedian de la UREI del Hospital Regional de Bata y el 33,7% (103/273) de
la CTA del Centro de Salud M? Rafols de Bata. La media de edad fue de 35,94 + 11,57
(rango 1-65 afios), un 23,1% (63/273) varones y un 76,9% (210/273) mujeres. La
clasificacion por grupos de edad re-codificados fue:

El 97,8% (267/273) eran adultos, de los cuales el 77,2% (206/267) eran mujeres y
22,8% (61/267) varones; de ellos, el 38,2% (102/267) eran inmunocompetentes, el
17,2% (46/267) presentaban inmunosupresion moderada, el 24,7% (66/267)
inmunosupresién avanzada y el 19,9% (53/267) inmunosupresion severa. De las
mujeres, 17 estaban embarazadas, 4 con TARV para prevenir la transmision vertical y
13 no fueron tratadas. De todos los adultos, 176 estaban en seguimiento clinico y 91
bajo tratamiento antirretroviral, 87 con esquemas terapéuticos de primera linea y 4 con

esquemas de segunda linea.

Tabla VD-5: Datos demogréaficos, estado inmunoldgico y tratamiento ARV. Adultos. R. Continental.

Sexo Ne % INC ISM ISA ISS S/V  Seguimiento TARV 1%linea 22linea

Varoén 61 228 20 8 17 16 0 41 20 18 2
Mujer 206 772 82 38 49 37 0 135 71 69 2
TOTAL 267 100 102 46 66 53 0 176 91 87 4

INC: inmunocompetente, ISM: inmunosupresion moderada, ISA: inmunosupresion avanzada, ISS: inmunosupresion severa 'y S/V:
sin valor

El 2,2% (6/273) eran nifos, distribuidos en: el 66,7% (4/6) nifias y el 33,3 (2/6) varones.
En cuanto al estado inmunolédgico, el 33,3% (2/6) fueron inmunocompetentes, 50,0%
(3/6) presentaban inmunosupresion avanzada y el 6,7% (1/6) tenian una
inmunosupresion severa. En seguimiento clinico habia uno y bajo tratamiento

antirretroviral cinco, con esquemas terapéuticos de primera linea.
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Tabla VD-6: Datos demograficos, estado inmunoldgico y TARV. Nifios. Region Continental.

Varén 2 333 1 0 1 0 0 0 2 2 0
Mujer 4 66,7 1 0 2 1 0 1 3 3 0
TOTAL 6 100 2 0 3 1 0 1 5 5 0

INC: inmunocompetente, ISM: inmunosupresion moderada, ISA: inmunosupresion avanzada, ISS: inmunosupresién severa y S/V:
sin valor

Tabla VD-7: Datos demograficos, estado inmunoldgico y TARV. Datos generales. R. Continental.

<15 Varén 2 1 0 1 0 0 0 2 2 0
afios

Mujer 4 1 0 2 1 0 1 3 3 0

>15 Varén 61 20 8 17 16 0 41 20 18 2
afios

Mujer 206 82 38 49 37 0 135 71 69 2

TOTAL 273 104 46 69 54 0 177 96 92 4

INC: inmunocompetente, ISM: inmunosupresion moderada, ISA: inmunosupresion avanzada, ISS: inmunosupresion severa y S/V:

sin valor

En cuanto al lugar de residencia, los pacientes VIH positivos de la Region Continental
viven: el 27,5% (75/273) en las zonas rurales, el 29,3% (80/273) en las zonas urbanas y
el 43,2% (118/273) en el cinturdn urbano.
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75 (27,5)

118 (43,2)

80 (29,3)

@ Rural B Urbana B Cinturén

Figura VD-2: Lugar de residencia de los participantes VIH positivo. Region Continental.

En relacién a la informacion higiénica, el 4,8% (13/273) la tenian alta, el 34,1%
(93/273) media y el 61,2% (167/273) baja. Para el nivel de formacion, el 9,2% (25/273)
tenian formacion profesional, 33,3% (91/273) secundaria y el 57,5% (157/273) primaria
o nula. Y en cuanto al nivel socioeconémico el 15,8% (43/273) tenian un nivel alto, el

52,7% (144/273) medio y el 31,5% (86/273) bajo.

Tabla VD-8: Variables sociolégicas en participantes VIH positivos de la Regién Continental.

Variable Alto/Profesional Medio/Secundaria Bajo/Primaria-Nula
Formacion académica 9,2 (25/273) 33,3 (91/273) 57,5 (157/273)
Informacion higiénica 4,8 (13/273) 34,1 (93/273) 61,2 (167/273)
Nivel socioeconémico 15,8 (432/273) 52,7 (144/273) 31,5 (86/273)

En cuanto a la sintomatologia, el 17.2% (47/273) tenian diarrea, el 16,8% (46/273)
estrefiimiento y el 47,6% (130/273) presentaban otros sintomas como dolor, aerofagia,

retortijones, etc.
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4.1.2 Participantes VIH negativos

Se seleccionaron 110 pacientes, con el criterio de convivir en el hogar con una persona
infectada del VIH/SIDA que participe en el estudio y que presente algun parasito de
transmision persona a persona como Cryptosporidium spp., Giardia spp. y/o Entamoeba
spp. Para estos pacientes, se recogié una muestra de heces y se les pasd el mismo
cuestionario que a los pacientes VIH positivos objeto del estudio. En relacion al origen

geografico:

Malabo -Isla de Bioko-

El 45,5% (50/110) del total de los participantes VIH negativos procedian de la Isla de
Bioko (Region Insular del pais), la edad media fue de 27,0 + 17,9 (rango 3-57 afos).
Con una proporcion de adultos del 66,0% (33/50), de ellos el 42,2% (14/33) eran
varones y el 57,6% (19/33) mujeres, de éstas, dos embarazadas. Para los menores de 15
afios la proporcion fue de 34,0% (17/50), de los cuales el 64,7% (11/17) fueron nifias y
el 35,3% (6/17) nifios. En cuanto al lugar de residencia, el 6,0% (3/50) de los
participantes vivian en zonas rurales, el 44,0% (22/50) en el area urbana y el 50,0%

(25/50) en el cinturdén urbano.

Variables socio-econdémicas: para el nivel de formacién, el 30,0% (15/50) tenian
formacion profesional, el 24,0% (12/50) secundaria y el 46,0% (23/50) primaria o nula.
En cuanto a la informacion higiénica, el 28,0% (14/50) la tenian alta, el 24,0% (12/50)
media y el 48,0% (24/50) baja. La proporcion para el nivel socioeconémico fue: el
10,0% (5/50) alto, el 78,0% (39/50) medio y el 12,0% (6/50) bajo.

En relacion a la sintomatologia presentaban diarrea el 4,0% (2/50), estrefiimiento el
4,0% (2/50) y 8,0% (4/50) otros sintomas como dolor abdominal, aerofagia,

retortijones, etc.

Bata - Region Continental

El 54,5% (60/110) de los participantes del grupo VIH negativos procedian de Bata —
Region Continental-, con una edad media de 27,68 + 17,6 (rango 3-76 afios), el 73,3%
(44/60) de los participantes eran mayores de 15 afios, 25,0% (11/44) varones y 75,0%
(33/44) mujeres, de éstas, 4 embarazadas. El 26,6 % (16/60) fueron menores de 15 afos,
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8 nifios y 8 nifias. En cuanto al lugar de residencia, el 8,3% (5/60) de los participantes
vivian en las zonas rurales, el 53,3% (32/60) en las areas urbanas y el 38,3% (23/60) en

el cinturén urbano.

Variables socioldgicas: nivel de formacion academica: el 11,6% (7/60) tenian formaciéon
profesional, el 38,3% (23/60) tenia educacion secundaria y el 50,0% (30/60) primaria o
nula; informacion higiénica, el 10,0% (6/60) alta, el 40,0% (24/60) media y el 50,0%
(30/60) baja; nivel socioecondmico: el 8,3% (5/60) lo tenia alto, el 73,3% (44/60) medio
y el 18,3% (11/60) bajo.

Sintomatologia el 54,0% (3/60) presentaban diarrea, el 15,0% (9/60) estrefiimiento y el

28,3% (17/60) otros sintomas como dolor, aerofagia, retortijones, etc.

Tabla VD-9: Variables sociologicas. Valor absoluto y relativo. VIH negativo. |. Biokoy R. Continental.

VARIABLE ALTO/PROFESIONAL MEDIO/SECUNDARIA BAJO/PRIMARIA-NULA

ISLA CONTIN. ISLA CONTIN. ISLA CONTIN.

Formacion académica 30,0 (15/50) 11,6 24,0 (12/50) 38,3 (23/60) 46,0 (23/50) 50,0 (30/60)
(7/60)

Informacién higiénica 28,0 (14/50) 10,0 24,0 (12/50) 40,0 (24/60) 48,0 (24/50) 50,0 (30/60)
(6/60)

Nivel socioeconémico 10,0 (5/50) 8,3 (5/60) 78,0 (39/50) 73,3 (44/60) 12,0 (6/50) 18,3 (11/60)

Tabla VD-10: Variables demogréficas. Valor absoluto y relativo. VIH negativo. Bioko y Continente.

ZONA R. INSULAR R. CONTINENTAL TOTAL
RURAL 6,0 (3/50) 8,3 (5/60) 7.3 (8/110)
URBANO 44,0 (22/50) 53,3 (32/60) 49,1 (54/110)

CINTURON 50,0 (25/50) 38,3 (23/60) 43,6 (48/110)




Resultados Técnicas Microscopicas

4.2 Resultados de la aplicacion de las técnicas microscopicas

para la deteccion de parasitos intestinales

4.2.1 Concordancia entre las técnicas microscopicas con Yy sin

concentraciéon

Malabo —Isla de Bioko-

El 80,3% (249/310) de las muestras de los participantes de la Isla de Bioko fueron
positivas para al menos un parasito intestinal, sin asociacion estadisticamente
significativa entre la coinfeccion por parasitos intestinales y la infeccion por VIH. En

178 participantes se detecto poliparasitismo.

19,7 % (61)

80,3% (249)

‘EI No parasitados B Parasitados ‘

Figura VD-3: Muestras positivas para al menos un parasito en los participantes de la Isla de Bioko.
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61 (19,7%)

0,
178 (57,4%) 71 (22,9%)

‘EI No Parasitados B Monoparasitismo B Poliparasitismo ‘

Figura VD-4: Parasitismo en la Isla de Bioko.

La concordancia entre las técnicas microscépicas con y sin concentracion, medida con
el indice de concordancia Kappa fue de 0,185. EI método de concentracién con
formaldehido permitié la deteccion de paréasitos intestinales que no habian sido
visualizados mediante examen en fresco con suero fisiologico y lugol en 103 muestras.

En 11 (10,7%) de ellas, anteriormente no se habia observado ningln parasito.

Estas desigualdades se traducen en diferencias en el diagnostico del 34,6% (90/260) de
las muestras de pacientes VIH positivos y un 26,0% (13/50) en las de los VIH

negativos.

Bata - Region Continental-

El 78,7% (262/333) de las muestras de la Region Continental fueron positivas para al
menos un parasito intestinal, no habiendo asociacion estadisticamente significativa entre
la coinfeccidn del participante por parésitos intestinales y por el VIH. Se observé

poliparasitismo en 178 muestras.
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21,3% (71)

78,7% (262)

‘I No parasitados B Parasitados ‘

Figura VD-5: Muestras positivas para al menos un parasito en los participantes de la R. Continental.

71 (21,3%)

178 (53,5%)

84 (25,2%)

@ No Parasitados B Monoparasitismo B Poliparasitismo

Figura VD-6: Parasitismo en la Regidén Continental.

La evaluacion de la concordancia entre ambas técnicas microscopicas, con y sin
concentracion, medida con el indice de concordancia Kappa fue de 0,163. EI método de
concentracion con formaldehido-acetato de etilo, permitié la deteccién de parasitos
intestinales que no habian sido detectados mediante examen en fresco de una
suspension en suero fisiolégico y lugol, en 82 muestras. Siete (8,5%) de ellas,

pertenecian a pacientes en los que no se habia observado previamente ningun parasito.
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La diferencia entre los dos métodos afecto al diagndstico de un 22,3% (61/273) de las

muestras de pacientes VIH positivos y de un 35,0% (21/60) de las de los VIH negativos.

35,0

30,0
25,0
20,0
15,0

10,0

50

0,0

Participantes VIH+ Participantes VIH-

Bisla @Continente

Figura VVD-7: Diferencias entre microscopia con y sin concentracion. Isla/Continente.

En toda la poblacion estudiada y considerando los grupos VIH positivos y VIH
negativos de forma independiente, no se encontré asociacion entre la infeccion
parasitaria y la edad, el geénero, el nivel socioecondémico, la formacion académica, la
informacién higiénica, los sintomas o el embarazo. La Unica asociacion hallada fue
respecto a la zona de residencia (p=0,041) que refleja que las zonas con mayor

proporcién son las urbanas y el cinturdn urbano, respecto a la zona rural.

4.2.2 Resultados de los participantes del estudio

4.2.2.1 Participantes VIH positivos

Malabo -Isla de Bioko-

El 81,5% (212/260) de los participantes VIH positivos estaban infectados por uno o mas
parasitos intestinales, siendo la asociacion estadisticamente significativa (p=0,048). Los

pacientes que vivian en el cinturon urbano fueron los que presentaron el mayor
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porcentaje de parasitosis intestinal (Tabla VD-11). Ademas, se observo poliparasitismo
en el 58,5% (152/260) de los participantes, con un rango de 0 a 7 parésitos encontrados
simultaneamente en la misma persona, una moda de 2 parasitos y una media de 2,0 +
1,5 parésitos por paciente. El lugar de residencia con menor rango de poliparasitismo
correspondio a la zona rural con un maximo de tres parasitos en la misma persona. La
Tabla VD-12 muestra la intensidad de parasitismo en esta poblacion. Solamente se
encontré poliparasitismo en adultos [60,0% (152/253)], no encontrandose asociacion

significativa entre el nimero de parasitos y el estado inmunologico o estar bajo TARV.

Tabla VD-11: Distribucién de la infeccidn por parésitos intestinales segun el lugar de residencia.
Isla/Continente.

ZONA DE RESIDENCIA HIV+ ISLA HIV+ CONTINENTE
% (*) % (%)

Rural 6,1 (13/212) 24,3 (51/210)

Urbano 29,7 (63/212) 30,5 (64/210)

Cinturdn urbano 64,2 (136/212) 45,2 (95/210)

TOTAL 100 (212) 100 (210)

p-valor 0,048 0,098

(*) = Numero de participantes infectados por parasitos intestinales en cada zona/total de infectados VIH+.

Tabla VD-12: NUmero de parésitos que se encuentran simultaneamente en los pacientes VIH+
Isla/Continente.

N° de HIV+ Isla % IC HIV+ % IC
parasitos n=260 Continente
n=273
7 2 0,8 (0,09-2,7) 1 0,4 (0,009-2,0)
6 7 2,7 (0,5-4,8) 8 2,9 (0,7-5,1)
5 7 2,7 (0,5-4,8) 13 4,8 (2,0-7,5)
4 29 11,2 (7,1-15,2) 17 6,2 (3,1-9,2)
3 35 13,5 (9,1-17,8) 41 15,0 (10,6-19,4)
2 72 27,7 (22,0-33,3) 62 22,7 (17,5-27,8)
1 60 23,1 (17,7-28,4) 68 24,9 (19,6-30,2)
0 48 18,5 (13,5-23,4) 63 23,1 (17,9-28,2)
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Los pacientes con una combinacion de 7 parasitos simultaneos fueron dos mujeres
adultas. Una de ellas con una inmunosupresion avanzada y estaba bajo TARV,
albergaba los siguientes parasitos: E. histolytica/dispar/moshkovskii, Giardia
duodenalis, Entamoeba coli, Pentatrichomonas hominis, Blastocystis hominis, Ascaris
lumbricoides y T. trichiura. La otra paciente estaba embarazada, era inmunocompetente
y se encontraba bajo TARV. Esta ultima albergaba los siguientes paréasitos: E.
histolytica/dispar/moshkovskii, Giardia duodenalis, Entamoeba coli, I. butschlii,
Chilomastix mesnili, Schistosoma intercalatum/guineensis y T. trichiura. Ambas vivian

en el cinturon urbano de Malabo.

La infeccion con al menos un parésito intestinal se asocié con la edad (p=0,003), dado
que el 83,0% (210/253) de los participantes adultos estaban parasitados frente al 28,6%
(2/7) de los nifios y a la informacion higiénica, siendo, los participantes con nivel bajo
de informacion higiénica los que presentaban un mayor porcentaje [85,3% (163/191)
p=0,004]. Sin embargo, no hubo asociacién estadisticamente significativa, entre
infeccion parasitaria intestinal y el género, el nivel socioecondémico, los sintomas o el
estado inmunologico. Respecto al nivel académico, se observa que la infeccidn
parasitaria fue mayor en pacientes con formacion secundaria [84,0% (84/100)] y
primaria o nula [83,3% (100/120)] que en aquellos que tenian formacion profesional
[70,0% (28/40)], aunque sin alcanzar la significacién estadistica.

Cuando los sintomas se estudiaron por separado, se encontr0 asociacion significativa
entre el estado inmunoldgico y diarrea, destacando que el 36,4% (12/33) de los

participantes que tenian diarrea, también tenian inmunosupresion severa (p= 0,003).

Se encontraron quince parasitos diferentes, como se muestra en la Tabla VD-13, con
una proporcion del 62,3% (162/260) de participantes infectados por algun helminto
patogeno, considerando como tales: Trichuris, Ascaris, Strongyloides, Schistosoma spp.
y Uncinarias (Figura VD-8 y VD-9) y del 47,7% (124/260) infectados por protozoos
patdgenos, considerando como tales: Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii y

Giardia duodenalis.
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1: Larva de S. stercoralis; 2: Huevos de Schistosoma spp.; 3: Huevo de Uncinaria

Figura VD-8: Helmintos patdgenos: Strongyloides, Schistosoma y Uncinaria.

La proporcidon de protozoos oportunistas encontrada en este grupo fue del 35,0%
(91/260), considerando como tales: Cryptosporidium spp., Entamoeba coli, E.
hartmanni, 1. butschlii, Pentatrichomonas hominis, Blastocystis hominis, E. nana y
Chilomastix mesnili; aunque la patogenicidad de Blastocystis hominis se encuentra en
entredicho.

Considerando el total de parasitos intestinales identificados en el grupo VIH positivos
de la Isla de Bioko, el 46,9% (242/516) correspondian a helmintos patdgenos, el 27,9%
(144/516) a protozoos patdgenos y el 25,2% (130/516) protozoos oportunistas.

1: Huevos de Ascaris y Trichuris; 2: Huevo embrionado de Ascaris

Figura VD-9: Helmintos patdgenos: Trichuris trichiura y Ascaris lumbricoides.
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En este estudio no se han encontrado cestodos, ni otros protozoos como Isospora o

Cyclospora.

Tabla VD- 13: Proporcidn de parasitos intestinales en pacientes VIH positivos en la Isla/Continente.

PARASITO HIV+ Isla %IC HIV+ Continente %IC
(n= 260) (n=273)

T. trichiura 134 51,5 (45,3-57,8) 124 45,4 (39,3-51,5)
A. lumbricoides 50 19,2 (14,2- 24,2) 63 23,1(17,9-28,2)
S. stercoralis 23 8,8 (5,2-12,5) 28 10,3 (6.5-14,0)
Uncinarias 11 4,2(1,6-6,9) 11 4,0(1,5-6,5)
S. intercalatum/guineensis 24 9,2 (55-12)9) 19 7,0 (3,7-10,2)
Schistosoma mansoni 0 0 1 0,4 (0,01-2,0)
Entamoeba spp. 112 43,1 (36,9- 9,3) 101 37,0 (31,1- 42,9)
Giardia duodenalis 32 12,3 (8,1- 16,5) 14 51(2,3-7,9)
Cryptosporidium spp. 24 9,2(55-12,9) 8 2,9(0,7-51)
Entamoeba coli 41 15,8 (11,1- 20,4) 33 12,1 (8,0- 16,1)
E. nana 13 50(2,1-7,8) 58 21,2 (16,2 - 26,3)
E. hartmanni 1 0,4(0,01-21) 1 0,4 (0,01-2,0)
Blastocystis hominis 28 10,8 (6,8 — 14,7) 16 59(22,9-8,8)
Pentatrichomonas 4,2(1,6-6,9) 2,6 (0,5-4,6)
hominis 11 7
Chilomastix mesnili 11 4,2 (1,6-6,9) 3 1,1(0,2-3,2)
I. bitschlii 1 0,4(0,01-21) 16 5.9(29-8.98)
TOTAL PARASITOS 516 503

Todos los pacientes parasitados por S. stercoralis y por Chilomastix mesnili
pertenecieron al grupo de participantes VIH positivos y todos eran adultos. Ademas,
Chilomastix mesnili infectd solo a mujeres. También eran adultos todos los participantes
infectados con Trichuris trichiura, con una proporcién mas alta en los que vivian en el

cinturén urbano de Malabo que en los que vivian en areas urbanas y rurales.

Ascaris lumbricoides fue detectado solamente en participantes pertenecientes a un nivel
socioecondémico bajo o medio, asociado estadisticamente con la variable género, siendo
las mujeres el 90,0% (45/50) de los infectados por este helminto [p = 0,005, OR = 3,7,
(1,4-97)].

En cuanto a la infeccion por Schistosoma intercalatum/guineensis en este grupo, la
proporcion de infectados fue mayor entre las mujeres, con el 91,7% (22/24), frente al
8,3% (2/24) en los varones [p = 0,044, OR = 4,1 (0,9-17,9)], aunque el analisis

bivariante no haya confirmado la asociacion significativa entre género y la infeccion.

En el caso de Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii, sélo se da asociacién respecto
al lugar de residencia [p=0,023, OR=4,7 (1,3-16,5)], siendo el 67,0% (75/112) de las
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personas infectadas residentes del cinturon urbano de Malabo, frente a un 30,4%

(34/112) de residentes de las zonas urbanas y el 2,7% (3/112) de la zona rural.

La parasitacion por Entamoeba coli s6lo se dio en participantes del cinturén urbano y de

la zona urbana de Malabo.

La infeccion por Cryptosporidium spp. aparecié asociada con el nivel socioecondémico,
con una proporcion mayor entre personas pertenecientes a los niveles bajo y medio
[91,7% (22/24)], frente al 8,3% (2/24) del nivel alto (p=0,032).

Por otro lado, en los participantes de este grupo, se observé asociacion entre la infeccion
por Ascaris y Trichuris (p=0,004), por Entamoeba spp. y Blastocystis (p=0,046); y por
Entamoeba spp. y Giardia (p=0,018).

Bata - Region Continental-

El 76,9% (210/273) de los participantes VIH positivos estaban infectados con uno o
mas parasitos. Un factor de gran influencia fue el lugar de residencia, siendo el
porcentaje de pacientes parasitados mayor en el cinturén urbano, aunque no se haya
encontrado asociacion entre el lugar de residencia y la infeccion por parésitos

intestinales, como puede observarse en la Tabla VD-11.

Se observo poliparasitismo en el 52,0% (142/273) de los pacientes VIH positivos, con
un rango de 0 a 7 parasitos encontrados simultdneamente en la misma persona, una
moda de 1 parésito y una media de 1,84 + 1,59 parasitos por paciente (Tabla VD-12).
La Unica persona con una combinacion de 7 parasitos simultaneos fue una mujer adulta,
inmunocompetente que residia en el cinturén urbano y presentaba los siguientes
parésitos: E. histolytica/dispar/moshkovskii, Entamoeba coli y E. nana, T. trichiura,
Ascaris lumbricoides, S. stercoralis y Schistosoma intercalatum/guineensis.

El 81,4% (144/177) de las personas sin TARV se encontraban parasitadas, frente a un
68,8% (66/96) de parasitados entre las personas bajo TARV (p=0,018). La asociacion
con el estado inmunoldgico (p=0,017), se traduce en que un 84,8% (39/46) de los
participantes infectados presentaban una inmunosupresién moderada frente al 63,0%

(34/54) de los que presentaban una inmunosupresion severa.
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No se encontro asociacion de la infeccion parasitaria intestinal con el género, la edad, el
nivel socioeconémico, el nivel de formacion académico, la informacién higiénica o los
sintomas. Sin embargo, la infeccion parasitaria fue mayor entre los pacientes con
formacion primaria/nula [79,6% (125/157)] frente a los que tenian nivel secundario y de
formacion profesional [73,3% (85/116)]. Cuando los sintomas se estudiaron por
separado, se encontr6 una asociacion estadisticamente significativa entre género y
diarrea, ya que el 31,7% (20/63) de los participantes varones tenian diarrea, (p=0,001),
frente al 12,9% (27/210) de las mujeres. Con el estado inmunologico se observa una
tendencia (p=0,06) a presentar diarrea entre los participantes que padecen una
inmunosupresion severa [29,6% (16/54)]. Para otros sintomas (dolor epigastrico,
retortijones...), también se dio asociacion con el género, ya que una mayoria de varones
presentaban otros sintomas [63,5% (40/63) (p=0,004)]; con el TARV [54,8% (97/177)
sin TARV (p=0,001)]; y con la informacion higiénica [55,1% (92/167) con un nivel de
informacién higiénica baja, p=0,008].

En este grupo se encontraron dieciséis parasitos intestinales diferentes (Tabla VD-13).
La proporcion de pacientes infectados con algin helminto patogeno fue del 58,2%
(159/273), siendo los detectados: Trichuris, Ascaris, Strongyloides, Schistosoma spp. y
Uncinarias. En el caso de los protozoos patdgenos, la prevalencia fue del 38,1%
(104/273) considerando como tales: Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii 'y

Giardia duodenalis.

La proporcion de protozoos oportunistas encontrada en este grupo fue del 34,4%
(94/273), que incluyen (Figura VD-10): Cryptosporidium spp., Entamoeba coli, E.
hartmanni, I. bitschlii, Pentatrichomonas hominis, Blastocystis hominis, E. nana .

Chilomastix mesnili.
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1: Quiste de E. coli; 2: Quistes de Chilomastix; 3: Blastocystis

Figura VD-10: Protozoos oportunistas: Chilomastix, Entamoeba coli y Blastocystis hominis.

Por otra parte, considerando el total de paréasitos intestinales identificados en el grupo
VIH positivos de la Region Continental, el 48,9% (246/503) correspondian a helmintos
patdgenos, el 22,9% (115/503) a protozoos patdgenos y el 28,2% (142/503) protozoos
oportunistas.

En este estudio no se han detectado cestodos ni otros protozoos como Isospora o

Cyclospora.

La proporcion de personas VIH positivas parasitadas por protozoos patégenos fue
mayor en la Isla de Bioko que en la Regién Continental, siendo la diferencia
estadisticamente significativa [p<0,025 OR=1,5 (1,0-2,1)].

Todos los pacientes infectados por Schistosoma mansoni, E. hartmanni y Chilomastix

mesnili eran adultos, mujeres y VIH positivas.

La infeccién por Trichuris trichiura se asocié con el género, ya que el 83,1% (103/124)
de los infectados por este helminto [p=0,028, OR=1,9 (1,0-3,5)] eran mujeres; con el
nivel de formacion académica mas bajo el 64,5% (80/124) (p=0,013); el
socioeconémico medio [55,6% (69/124) (p=0,013)] y con el estado inmunoldgico,
siendo la proporciéon mayor en los participantes inmunocompetentes [45,2% (56/124)
(p=0,041)].

En cuanto a la infeccion por Schistosoma intercalatum/guineensis, en este grupo la
proporcion de la infeccion ha sido mayor en la mujer con el 84,2% (16/19) frente al
15,8% (3/19) de infeccidn en los hombres y se ha dado sélo en adultos. La infeccion por
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Schistosoma spp. se ha asociado con el lugar de residencia, siendo el 89,5% (17/19) de

los infectados residentes en el cinturdn urbano (p<0,001).

La infeccion por lodamoeba bitschlii se asoci6 al TARV, siendo mayor la proporcion
de las personas infectadas que no estan bajo tratamiento antirretroviral [87,5% (14/16)
p=0,05 OR=4,0 (0,9-18,1)]. De la misma manera, las infecciones producidas por E.
nana y Blastocystis se asociaron con TARV, siendo mayor entre los infectados la
proporcion de pacientes sin TARV (p<0,005). En cambio Pentatrichomonas se asocio
en las personas con diarrea [8,5% (4/47), p=0,005 OR=6,9 (1,5-32,0)].

En el caso de Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii, se encontré asociacién con
otros sintomas [p=0,047 OR=1,6 (1,0-2,7)], ya que el 73,3% (74/101) de personas
parasitadas presentaban retortijones, dolor epigastrico... La infecciébn por E.
histolytica/dispar/moshkovskii también se asocio al nivel de informacion higiénica
(p=0,043), un 70,3% (71/101) de personas infectadas tenian nivel bajo de informacion
higiénica. Asi mismo, el 67,3% (68/101) de las personas infectadas tenian un nivel de
formacion académica primaria/nula (p=0,039). De igual manera, se ha dado una
asociacion entre la infeccion por Entamoeba spp. respecto al TARV [p=0,006 y OR=2,1
(1,2-3,7)], con una mayor probabilidad de adquirir la infeccion en pacientes que no

estan recibiendo tratamiento antirretroviral.

Por otra parte, la infeccion por Entamoeba coli s6lo se ha dado en participantes con
nivel de formacion primaria/nula [75,8% (25/33)] y secundaria [24,2% (8/33)]. Esta
parasitosis aparece asociada a otros sintomas, con un 63,6% (21/33) de las personas

infectadas que presentaban dolor gastrico, retortijones [p=0,049; OR=2,1 (1,0-4,4)].

En el caso de E. nana, la infeccion se asocié al TARV ya que un 82,8% (48/58) de los

pacientes infectados no recibian tratamiento antirretroviral [p=0,001 OR=3,2 (1,5-6,6)].

En la infeccion por Blastocystis hominis, la proporcion de mujeres infectadas alcanzo el
56,3% (9/16), frente al 43,8% (7/16) de varones [p=0,043 OR=0,36 (0,12-1,0)] También
aparecio asociada con el TARV, asi el 87,5% (14/16) de los pacientes parasitados no
estaba recibiendo tratamiento antirretroviral [p=0,05 OR=4,0 (0,9-18,1)].

Todos los casos de infeccion por Cryptosporidium spp. se dieron en personas que no
estan bajo TARV.
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En los participantes de este grupo se dio asociacion entre infeccion por Ascaris y por
Trichuris (p<0,001) y entre la infeccion por Schistosoma intercalatum/guineensis y por
Pentatrichomonas hominis (p=0,023).

La infeccion por E. nana aparece asociada a infeccion por Entamoeba coli (p<0,001),
lodamoeba butschlii (p<0,001) y Blastocystis hominis (p<0,001). También existe
asociacion entre infeccion por Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii y Blastocystis
hominis (p<0,001) asi como por E. nana (p<0,001), Uncinarias (p=0,012) y Giardia (p
=0,001).

4.2.2.2 Participantes VIH negativos

Malabo - Isla de Bioko-

El 74,0% (37/50) de los participantes de este grupo fueron positivos para al menos un
parasito intestinal y, como en el grupo de participantes VIH positivos de esta region
insular, la infeccion parasitaria intestinal fue mayor en el cinturén urbano (Tabla VD-
14).

Tabla VD-14: Distribucion de la infecciéon por parasitos intestinales segun el lugar de residencia.
Isla/Continente.

ZONA DE RESIDENCIA HIV- ISLA HIV- CONTINENTE
% (*) % (%)
Rural 2,7 (1/37) 7,7 (4/52)
Urbano 37,8 (14/37) 55,8 (29/52)
Cinturén urbano 59,5 (22/37) 36,5 (19/52)
TOTAL 100 (37) 100 (52)
p-valor 0,042 0,62

(*) = NUmero de participantes infectados por parasitos intestinales en cada zona/total de infectados VIH-.

Se observd poliparasitismo en el 52,0% (26/50), con una media de parasitos por
paciente de 2,18 £ 2,09 y el rango de 0-7 parasitos (Tabla VD-15), siendo mas frecuente
la coinfeccion de parasitos intestinales en las personas menores de 15 afios, grupo de
edad en el cual s6lo se encontraron casos de poliparasitismo. El paciente con una
combinacion de 7 paréasitos fue una nifia de 6 afios, que residia en la zona urbana de

Malabo y presentaba los siguientes parasitos: E. histolytica/dispar/moshkovskii, Giardia
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duodenalis, Blastocystis hominis, 1. bltschlii, Pentatrichomonas hominis, E. nana y S.

stercoralis.

Tabla VD- 15: NOmero de parasitos que se encuentran simultaneamente. Pacientes VIH-.
Isla/Continente.

N° de HIV- Isla % IC HIV- % IC
parasitos n=50 Continente
n=60

8 0 0 1 1,7(0,04-8,9)
7 1 2,0 (0,05-10,6) 0 0

6 5 10,0 (3,2- 21,8) 1 1,7 (0,04-8,9)
5 3 6,0 (1,2-16,5) 5 8,3 (2,7-18,3)
4 4 8,0 (2,2-19,2) 5 8,3 (2,7-18,3)
3 4 8,0 (2,2-19,2) 8 13,3 (3,9-22,7)
2 9 18,0 (6,3-29,6) 16 26,7 (14,6-38,7)
1 11 22,0 (9,5-34,5) 16 26,7 (14,6-38,7)
0 13 26,0 (12,8-39,1) 8 13,3 (3,9-22,7)

La asociacion de la infeccién parasitaria con las variables de edad, nivel
socioecondémico, sintomas o embarazo no fue estadisticamente significativa. En este
grupo, solo 8 participantes presentaron sintomas y de ellos, 7 estaban parasitados. Sin
embargo, si que se encontr0 asociacion entre infeccion y género [p= 0,035, OR= 5,2
(1,0 — 26,8)], con el 90,0% (18/20) de los varones de este grupo parasitados; y también
entre infeccion parasitaria intestinal y nivel de formacién académica (p <0,001). La
infeccion parasitaria intestinal fue mayor en los participantes con nivel de formacion
primaria/nula con el 91,3% (21/23) de los participantes y secundaria con el 91,7%
(11/12); siendo mas baja en el nivel de formacion profesional con el 33,3%
(5/15).También se dio asociacion entre infeccion e informacion higiénica con el 95,8%
(23/24) de infeccion en los participantes con un nivel bajo de informacién higiénica
(p=0,001).

Se encontraron doce parasitos diferentes en los participantes de este grupo (Tabla VD-
16). La proporcion de pacientes infectados con algun helminto patdgeno fue del 60,0%
(30/50), siendo los detectados: Trichuris, Ascaris, Schistosoma spp. y Uncinarias. La
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proporcion de pacientes infectados con algun protozoo patdgeno fue del 48,0% (24/50),

considerando como tales (Figura VVD-11): Entamoeba spp. y Giardia duodenalis.

1: Quiste de Giardia; 2: Ooquistes de Cryptosporidium; 3: Quistes de Entamoeba spp.

Figura VD-11: Protozoos patégenos: Giardia, Cryptosporidium y Entamoeba histolytica/dispar.

La proporcion de pacientes infectados con algin protozoo oportunista fue del 36,0%
(18/50), incluyendo en este grupo: Cryptosporidium spp., Entamoeba coli, E.
hartmanni, 1. butschlii, Pentatrichomonas hominis, Blastocystis hominis, E. nana y
Chilomastix mesnili.

Considerando el total de parasitos intestinales identificados en el grupo VIH negativos
de la Isla de Bioko, el 45,9% (50/109) correspondian a helmintos patogenos, el 30,3%
(33/109) a protozoos patdgenos y el 23,8% (26/109) protozoos oportunistas.

Al igual que en el grupo de participantes VIH positivos de la Isla de Bioko, no se
encontraron Isospora o Cyclospora, aunque fue mas frecuente la infeccion por Giardia

duodenalis, Cryptosporidium spp., y Schistosoma intercalatum/guineensis.
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Tabla VD-16: Proporcion de parasitos intestinales en pacientes VIH negativos. Isla/ Continente.

HIV- Isla HIV- Continente

PARASITO %IC %IC
(n=50) (n=60)

T. trichiura 21 42,0 (27,3 -56,7) 30 50,0 (36,5 - 63,5)
A. lumbricoides 14 28,0 (14,5-41,4) 19 31,7 (19,0 - 44,3)
S. stercoralis 0 0 8 13,3 (3,9-22,7)
Uncinarias 5 10,0 (3,3-21,8) 4 6,7 (1,8-16,2)
S. intercalatum/guineensis 10 20,0 (7,9 - 32,0) 8 13,3(3,9-22,7)
Entamoeba spp. 21 42,0 (27,3 -56,7) 24 40,0 (26,8 - 53,2)
Giardia duodenalis 12 24,0 (11,1 - 36,8) 10 16,7 (6,4 - 26,9)
Cryptosporidium spp. 10 20,0 (7,9 -32,0) 1 1,7 (0,04 -8,9)
Entamoeba coli 6 12,0 (2,0-22,0) 10 16,7 (6,4 - 26,9)
E. nana 3 6,0 (1,2-16,5) 11 18,3 (7,7-28,9)
Blastocystis hominis 2 4,0 (0,5-13,7) 1 1,7 (0,04 -8,9)
Pentatrichomonas hominis 4 8,0(2,2-19,2) 3 5,0(1,0-13,9)
I. bitschlii 1 2,0 (0,05 -10,.6) 2 3,3(04-11)5)
TOTAL PARASITOS 109 131

La infeccidén por Trichuris estuvo asociada con la edad, con una proporcion de la
infeccion en nifios del 76,5% (13/17) [p<0,001, OR = 10,1 (2,6-40,1)], frente a un
24,2% (8/33) de adultos. Asi mismo, se encontrd asociacion entre Trichuris y el nivel de
informacién higiénica [p=0,003, OR=8,4 (2,3-30,6)], y entre Trichuris y el nivel de
formacion académica (p=0,025), siendo la infeccion mayor en los participantes con un
nivel bajo de informacidn higiénica, con un 76,2% (16/21); y en el nivel académico de
formacion primaria/nula, con un 61,9% (13/21). Hay que destacar que todos los casos

de uncinariosis se han dado en el cinturén urbano.

Por otro lado, se encontrd asociacion entre la infeccion por Schistosoma y la edad
[p=0,007 OR=7,0 (1,5-32,3)], ya que un 70,0% (7/10) de los participantes parasitados
por Schistosoma spp. eran nifios.

En el caso de los protozoos patdgenos, la infeccion por Giardia duodenalis, Entamoeba
spp. y Entamoeba coli se relacioné con la edad [41,2% (7/17), p=0,041, OR=3,9 (1,0-
15,2)], [64,7% (11/17), p=0,020, OR = 4,2 (1,2- 14,6)] vy [83,3% (5/6), p=0,007,
OR=13,3 (1,4-126)] siendo mas frecuente la infeccion en el grupo de los participantes
menores de 15 afios. La infeccion por Entamoeba spp. se relaciond con el género,
siendo mas frecuente la infeccién en los varones, con un 60,0% (12/20) de infectados [p
= 0,035, OR = 3,5 (1,0-11,5)].

En el caso de Cryptosporidium spp., la infeccidn se encuentra relacionada con el nivel

de informacion higiénica y de formacion académica, de modo que solo se ha encontrado
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este parasito en participantes con niveles academicos de formacion primaria/nula
[90,0% (9/10)] o secundaria [10,0% (1/10)] y con niveles bajos o medios de
informacién en normas de higiene, en las mismas proporciones. Ademas, igual que
ocurria con los protozoos anteriores la infeccion por Cryptosporidium se asocia con la
edad [p=0,007, OR = 7,0 (1,5-32,3)], con mayor frecuencia de infeccidn en nifios que
representan el 70,0% (7/10) de los infectados por este protozoo.

En lo que respecta a coinfecciones, se encontré asociacion entre la infeccion por
Trichuris y las siguientes especies de parasitos: Ascaris (p=0,001), Entamoeba spp.
(p=0,003), Entamoeba coli (p=0,002) y con Cryptosporidium spp. (p=0,045). En este
grupo, también se dio asociacion entre Ascaris y las siguientes especies parasitarias:
Entamoeba coli (p=0,025) y Entamoeba spp. (p=0,046). Entre la infeccion por
Schistosoma intercalatum/guineensis y Uncinaria (p=0,018). Entre la infeccion por
Giardia duodenalis y las especies: Uncinaria (p=0,047), Pentatrichomonas hominis
(p<0,001). Asi como entre Entamoeba spp. con: Pentatrichomonas hominis (p=0,014) y
con Giardia (p=0,008).

Bata - Region Continental -

El 86,7% (52/60) de los participantes de este grupo fueron positivos para al menos un
parasito intestinal e, igual que en el grupo de participantes VIH positivos de esta region
continental, la infeccion parasitaria intestinal fue mas frecuente en los participantes de
la zona urbana (Tabla VD-14).

La proporcidn total de participantes VIH negativos de la Region Continental parasitados
(86,7%) ha sido mayor que en la Isla de Bioko (74,0%), asi como la frecuencia de la
misma en la zona rural y urbana; en cambio en la isla la zona de residencia donde se

encuentran mas pacientes parasitados es el cinturon urbano.

Se observo poliparasitismo en el 60,0% (36/60) de los componentes del grupo, con un
rango de 0-8 parasitos y una media de parasitos por participante de 2,18 + 1,70 (Tabla
VD-15). S6lo en un paciente se detectd la presencia simultdnea de 8 parasitos, un varon
adulto que residia en la zona urbana de Bata y que albergaba los siguientes paréasitos: E.
histolytica/dispar/moshkovskii, Entamoeba coli, I. biitschlii, Pentatrichomonas hominis,

E. nana, Ascaris lumbricoides, T. trichiura y Uncinarias.
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La proporcion de poliparasitismo, asi como el nimero de especies de parasitos
encontrados son mayores en la Region Continental, aunque este hecho no se haya
asociado a ninguna de las variables de estudio.

No se ha encontrado asociacion estadisticamente significativa entre la infeccion y las
distintas variables del estudio. En este grupo, 24 (40,0%) de los participantes

presentaron sintomas intestinales y de ellos 21 (87,5%) estaban parasitados.

Se encontraron trece parésitos diferentes en los participantes de este grupo (Tabla VD-
16). La proporcion de pacientes infectados con algun helminto patdgeno fue del 71,7%
(43/60), habiendo detectado: Trichuris, Ascaris, S. stercoralis, Schistosoma spp. y
Uncinaria. La proporcion de pacientes infectados con algln protozoo patégeno fue del
46,7% (28/60), considerando como tales: Entamoeba spp. y Giardia duodenalis. El
porcentaje de pacientes infectados con algin protozoo oportunista fue del 31,7%
(19/60), incluyendo como oportunistas: Cryptosporidium spp., Entamoeba coli, I.

butschlii, Pentatrichomonas hominis, Blastocystis hominis, y E. nana.

Por otra parte, considerando el total de parasitos intestinales identificados en el grupo
VIH negativos de la Region Continental, el 52,7% (69/131) correspondian a helmintos
patogenos, el 25,9% (34/131) a protozoos patdgenos y el 21,4% (28/131) protozoos
oportunistas.

Al igual que en el grupo VIH positivos de la zona continental, no se encontraron ni

Isospora ni Cyclospora.

La infeccion por S. stercoralis, fue significativamente mas frecuente en los participantes
con nivel socioeconémico bajo o medio [75,0% (6/8)], respecto al alto [25,0% (2/8)
(p=0,038)].

El porcentaje total de protozoos oportunistas ha sido mayor en la Isla de Bioko que en la
region continental. Lo mismo ha ocurrido a nivel de especies, con mayor probabilidad
de adquirir una infeccion por Cryptosporidium (p=0,0014) en los residentes de la Isla

que en el continente.

En relacion a la infeccion por Giardia, el 31,6% (6/19) de varones la presentaba, frente
al 9,8% (4/41) de mujeres, dando una asociacion significativa de la infeccion con el
género [p =0,035, OR=4,2 (1,0-17,5)].
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4.2.3 Comparacion entre los participantes VIH positivos y VIH

negativos

Teniendo en cuenta la alta proporcién de infecciones parasitarias intestinales presente
en personas VIH positivas y los factores que influyen en la adquisicion de las mismas,
asi como la coinfeccion con el VIH y el estado inmunolégico, se seleccionaron y se
incluyeron en el estudio 110 personas VIH negativas (50 procedentes de la Isla de
Bioko y 60 de la Region Continental). Todas ellas convivian con alguno de los
participantes VIH positivos que estaban parasitados. Estos pacientes se estudiaron con
el objetivo de eliminar la influencia de factores medioambientales. Los datos de los 110
participantes VIH negativos fueron comparados con los de los 110 participantes VIH

positivos que vivian con ellos.

Resultados de la Isla de Bioko

La probabilidad de parasitismo por Ascaris, Uncinarias y Schistosoma disminuye en un
39,1%, 27,3% y 43,2% respectivamente para el grupo de personas VIH positivas,
mientras que la probabilidad de parasitismo por Trichuris, Entamoeba coli, Blastocystis,
Pentatrichomonas spp., Cryptosporidium spp., Giardia spp. y Entamoeba spp. fueron
de un 59,9%, el 67,4%, 76,6%, 56,1%, 63,2%, 71,3% y 79,7% respectivamente. La

tabla VD-17 muestra la OR entre el VIH y la coinfeccion parasitaria intestinal.

Se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre la infeccion por Entamoeba

spp. y Giardia spp. y la infeccion por VIH (p=0,001 y p=0,035 respectivamente).

En este grupo, los participantes con diarrea fueron el 15,0% (15/100), apreciandose
asociacion entre infeccion parasitaria intestinal y diarrea en pacientes VIH positivos
(p=0,002), con mayor proporcion de infeccion en este grupo [13 (86,7)] que en el grupo
de participantes VIH negativos [2 (13,3%)].

Como resumen general, se describen en la figura VD-11 todos los resultados de los
diferentes grupos de parasitos intestinales identificados en los pacientes procedentes de

la Isla de Bioko y se sefialan las cuencas mas importantes asociadas a 1os mismos.
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Resultados de la Region Continental

La probabilidad de parasitismo por Ascaris, Trichuris, Pentatrichomonas spp., Giardia
y Schistosoma disminuye en un 46,0%, 48,3%, 39,6%, 46,8% y 31,7% respectivamente,
para el grupo de participantes VIH positivos, mientras que la probabilidad de
parasitismo por Blastocystis, Uncinarias, Cryptosporidium, E. nana y Entamoeba spp.
aumenta en un 88,6%, 56,0%, 80,8%, 76,0% y 91,9% respectivamente. La tabla VD-17
muestra la OR para la coinfeccion entre VIH e infeccidn parasitaria intestinal.

Ademas, se encontr0 asociacion estadisticamente significativa entre la infeccion por
Entamoeba spp., Blastocystis y E. nana e infeccion por VIH (p< 0,001, p=0,028 y
p=0,005 respectivamente).

Como resumen general, se describen en la figura VD-12 todos los resultados de los
diferentes grupos de parasitos intestinales identificados en los pacientes procedentes de

la Region Continental y se sefialan las cuencas mas importantes asociadas a los mismos.
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Resultados Técnicas Microscopicas

Tabla VD-17: OR para VIH+ e infeccién parasitaria, tomando como referencia VIH negativo. Isla de
Bioko/R. Continental.

PARASITO ISLA BIOKO R. CONTINENTAL
OR 1C95% % OR IC 95% %
Ascaris lumbricoides 0,643 0,254-1,626 39,1 | 0,853 0,390-1,864 46,0
Trichuris trichiura 1,496 0,679-3,294 59,9 | 0,935 0,457-1,914 48,3
Uncinarias 0,375 0,069-2,031 27,3 | 1,273 0,325-4,991 56,0
Schistosoma spp. 0,762 0,273-2,125 43,2 | 0,464 0,132-1,634 31,7
Entamoeba coli 2,068 0,700-6,116 67,4

Blastocystis hominis 3,273 0,627-17,071 76,6 | 7,792  0,928-65,433 88,6
Pentatrichomonas h. 1,278 0,322-5,066 56,1 | 0,655 0,106-4,069 39,6
Giardia duodenalis 2,488  1,057-5,857 71,3 | 0,882 0,331-2,354 46,8
Entamoeba spp. 3,930 1,688-9,154 79,7 | 11,357 4,426-29,143 91,9
E. nana 3,182 1,386-7,306 76,0
Cryptosporidium spp. | 1,714 0,683-4,301 63,2 | 4,214 0,457-38,865 80,8
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5. DISCUSION SOBRE LOS RESULTADOS DE LAS
TECNICAS MICROSCOPICAS PARA LA DETECCION
DE PARASITOS INTESTINALES

Se ha realizado en Guinea Ecuatorial un estudio transversal, de reclutamiento continuo,
para determinar la proporcion de parasitos intestinales en pacientes VIH positivos,
analizando las posibles asociaciones entre especies y/o genotipos detectados con las

variables sociodemograficas y clinicas de las personas participantes.

Hasta donde conocemos, solo se han realizado en el pais dos estudios centrados en la
prevalencia de parasitos intestinales. EI primero fue llevado a cabo por Roche y Benito
hace mas de diez afios (Roche & Benito, 1999), con participantes de la Isla de Bioko, en
el que no se diferenciaba el estado seroldgico de los participantes frente al VIH. El
segundo, mas reciente, se centrd en pacientes VIH positivos de la Isla de Bioko y de
Bata. Fue realizado por Fuentes et al. en 2007. Ambos estudios investigan la
prevalencia de las parasitosis intestinales, sin entrar a evaluar la influencia de las
condiciones sociodemograficas y clinicas de los participantes en la adquisicion de las

mismas.

5.1 Concentracion de la muestra vs vision en fresco

En Guinea Ecuatorial, cuando se realiza un analisis parasitologico de heces,
habitualmente no se realizan técnicas de concentracion, ya que no suele haber medios
disponibles, realizando, por tanto, la vision en fresco. Por ello, resultd interesante
evaluar la diferencia en los resultados que se obtienen con ambos métodos de
procesamiento de las muestras, que nos indique de una forma aproximada las

desviaciones que existen en el diagndstico habitual de estas infecciones.

Como era de esperar, las posibilidades de detectar parasitos en muestras de heces se
multiplicaron mediante el uso del método de concentracion, demostrando que se trata de
un factor importante junto con las capacidades técnicas y la experiencia del observador,
en el diagnostico parasitoldgico. Sabiendo que un resultado en la vision directa depende
del azar y principalmente del numero y concentracion de elementos parasitarios

presentes en el material observado, la concentracion aumenta la sensibilidad de la
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observacion cuando el nimero de parasitos es escaso y por tanto éstos puede escapar a

la deteccion en el examen directo (Salvatella & Eirale, 1996).

Por otro lado, es posible que la proporcion de la infeccion real por Strongyloides
stercoralis se encuentre subestimada porque las larvas rabditoides fueron detectadas en
heces frescas y concentradas, pero no fue posible llevar a cabo su cultivo en el
laboratorio inmediatamente después de la toma de muestras en Guinea Ecuatorial
(Bergquist et al., 2009). Lo mismo ocurre con algunos protozoos, especialmente en el
caso de ooquistes de Cryptosporidium spp. al no disponer de técnicas de tincion de
Ziehl-Neelsen modificado. Por ello, para el cribado inicial de Cryptosporidium se
utilizé la técnica de inmunocromatografia rapida (ICR). La técnica utilizada incluye,
ademas, la deteccion de Entamoeba y Giardia. Fue evaluada en lo que respecta a su
sensibilidad y especificidad en trabajos previos que concluyeron que en el caso de
Cryptosporidium spp. y Entamoeba spp., las muestras positivas deben ser confirmadas
por otras técnicas como la visualizacion microscopica o técnicas de biologia molecular
(Gutiérrez-Cisneros et al., 2011; Chalmers et al., 2011; Gofii et al., 2012).

5.2 Identificacion de parasitos por observacion microscépica y técnica

de deteccidn de antigenos por inmunocromatografia rapida

La proporcion encontrada de pacientes VIH positivos con paréasitos intestinales ha sido
muy alta (81,5% en la Isla de Bioko y 76,9% en la Region Continental). En un estudio
reciente realizado en el pais por Fuentes et al. (2007) con 153 pacientes VIH positivos,
la prevalencia de parasitosis intestinal alcanzo el 58,8%, un valor muy por debajo de los
encontrados en el presente estudio. Es posible que algunos factores puedan explicar
estas diferencias: el nimero de muestras analizadas, el hecho de que en este estudio las
muestras se analizaron inmediatamente tras su recogida, siendo ademas revisadas por

triplicado, y posteriormente en la Universidad de Zaragoza tras la concentracion.

Los resultados obtenidos también arrojan cifras muy superiores a los encontrados en
otros estudios en el continente africano. Por ejemplo, en Camerun la prevalencia global
de parésitos intestinales en pacientes VIH positivos fue del 33,0% (Sarfati et al., 2006);
en Etiopia del 59,8% segun estudio de Assefa et al. (2009) o incluso del 69,2% segun
estudio de Miriam et al. (2008). Sin embargo, los resultados obtenidos en el estudio que

nos ocupa son mas acordes con los encontrados por Babatunde et al. en Nigeria, donde
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el 87,8% de los pacientes VIH positivos estudiados estaban infectados por parasitos
intestinales (Babatunde et al., 2010).

La alta proporcién de infecciones parasitarias intestinales y las diferencias entre paises,
sugieren la presencia de factores ambientales que contribuyen a la propagacion de los
parasitos, tales como el hacinamiento poblacional, las condiciones socioeconomicas y
sanitarias, la posible contaminacion del agua o carencia de agua potable y los habitos de
la poblacion. Por esta razon, se planted el andlisis de parasitos intestinales en
participantes VIH negativos que vivieran en el entorno de los VIH positivos, de forma
que la influencia de algunos de los factores ambientales se eliminara como variable.
Con esta premisa, se incluy6 un grupo de 110 participantes VIH negativos (50 de la Isla
de Bioko y 60 de la Region Continental), residentes en la misma casa de alguno de los
participantes VIH positivos que tuviera alguna infeccion parasitaria intestinal de

transmision persona a persona.

Los resultados obtenidos en los participantes VIH negativos fueron muy similares a los
encontrados para los VIH positivos, aunque en el caso de los VIH negativos, la
proporciodn de los participantes infectados fue mayor en la Region Continental que en la
Isla de Bioko (86,7% y 74,0% respectivamente). Estos valores también son superiores a
los encontrados en otros paises africanos, como Etiopia con un 48,8% (Assefa et al.,
2009) y un 56,9% (Mariam et al., 2008) o similares a los encontrados en Nigeria

(74,0%), proporcion similar a la encontrada en la Isla de Bioko (Babatunde et al., 2010).

Cuando se analizd la distribucion de la infeccion parasitaria intestinal por area de
residencia, los resultados obtenidos para los participantes de la Isla de Bioko mostraron
frecuencias de parasitacion algo inferiores a las obtenidas por Roche y Benito (1999)
(71,8% de la poblacion rural frente a 75,1% en los pacientes del Hospital de Malabo).
Hay méas de una década de diferencia entre los dos estudios, y ahora, debido a la
tendencia de la gente a agruparse alrededor de las ciudades, la proporcion de
participantes de las zonas rurales ha disminuido. En la década de diferencia que hay
entre los dos estudios, la distribucion de la poblacion se ha modificado, con migraciones
desde la zona rural hacia las ciudades, que han tenido como consecuencia un
hacinamiento de la poblacion con menos recursos en los cinturones urbanos y la
despoblacién de las areas rurales, lo que se traduce en un menor numero de

participantes de esta area. Por ello, en el presente estudio se afiadid una tercera categoria
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de lugar de residencia, el cinturén urbano. El cinturon urbano de Malabo es una de las
zonas con mas poblacion debido no solo a la inmigracion interna de la zona rural a la
urbana y del continente a la isla, sino también a la llegada de inmigrantes desde los
paises vecinos en busca de empleos, con mejores condiciones laborales en las empresas
extractivas del petroleo y del gas. En esta zona se mantienen niveles muy bajos de
higiene ambiental, mientras que los habitantes de las zonas rurales suelen mostrar mas
respeto por las condiciones sanitarias cuidado de la distancia de separacion entre las
casas, letrina y/o aseo en cada hogar, lugares cercados fuera del poblado para los
animales (aunque en la region continental los animales sigan conviviendo con las

personas) y una adecuada limpieza del medio ambiente.

En la Isla de Bioko, la poblacion rural cuenta con grifos pablicos a los que nunca les
falta agua y, aunque el agua no llegue a su casa, no desarrolla el habito de la vida en el
rio. Por el contrario, en la regién continental, aunque se disponga de un pozo publico,

hay una arraigada costumbre de vivir en torno a los rios.

Lo expuesto hasta ahora podria explicar el haber encontrado una menor prevalencia de
parasitosis en las zonas rurales frente a las mas altas encontradas en la zona urbana y en

el cinturon urbano de las ciudades de Malabo y Bata.

La ciudad de Malabo dispone de depoésitos de agua desde donde ésta es suministrada a
la red que llega a los hogares. Estos depdsitos reciben el agua directamente del rio, sin
que haya sistemas de depuracion o de potabilizacion ni en Malabo ni en el resto del

pais.

Probablemente debido a los altos indices de parasitismo, en ninguna de las dos regiones
estudiadas se han encontrado diferencias estadisticas significativas entre parasitacion en
los participantes VIH positivos y VIH negativos. Si que se obtuvo asociacion entre
parasitacion y lugar de residencia para los participantes VIH positivos, asi, en la region
Insular, se aprecia un mayor nimero de participantes VIH positivos infectados en el
cinturdn urbano y en la region continental se aprecia solo una tendencia, debido a una
tasa mas alta de participantes parasitados en el medio rural. Esta relacion se mantiene
para los VIH negativos de la isla, mientras que en la region continental, la proporcion de
participantes VIH negativos parasitados que residen en el medio urbano, supera a los

parasitados residentes en el cinturén urbano, aunque no se obtiene asociacion
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significativa. Ademas, en esta Ultima region se observa una considerable diferencia
entre la proporcion de parasitados VIH negativos (7,7%) y VIH positivos (24,3%)
residentes en el medio rural, diferencia mucho mayor a la observada entre los dos
grupos en la Isla de Bioko. Esta observacion puede sugerir que en el continente se de
una menor influencia de factores medioambientales y una mayor influencia de la
coinfeccion con el VIH a la hora de adquirir infecciones parasitarias intestinales, aunque
también hay que tener en cuenta que en esta region, las personas VIH positivas tienden
a volver a sus poblados natales -zona rural- en busca de una mejora de su estado de
salud, cuando se diagnostica la seropositividad o entran en proceso de SIDA. Este hecho
podria justificar igualmente la elevada proporcién de participantes, asi como de
infeccion parasitaria intestinal, de los pacientes VIH positivos de la zona rural.

Otro resultado que llama la atencion es que en el medio urbano, la proporcion de
participantes parasitados es mayor en los participantes VIH negativos (55,8%) que en
los VIH positivos (30,5%). Una posible explicacion es que cada tres meses, sin analisis
parasitoldgico previo, se administra albendazol y/o mebendazol asi como metronidazol,
a personas seropositivas en los controles rutinarios de seguimiento en la UREI y CTA
de la Region Continental y cotrimoxazol en la Regién Insular, lo que redundaria en la
disminucion de los parasitos en los pacientes VIH positivos. El que esto no ocurra en las
otras zonas estudiadas podria estar relacionado con una accesibilidad menor de los
participantes rurales y del cinturon urbano a las unidades de control, tanto por

cuestiones de distancia como sociales.

Como consecuencia de las altas tasas de parasitismo encontradas, aparecio
poliparasitismo, con combinacién de hasta 7 especies de parasitos en la Isla de Bioko,
mas comun en los nifios del grupo VIH negativos, y de 8 en el continente, mas frecuente
en los adultos VIH positivos. No ha habido diferencias significativas en las
proporciones de poliparasitacion en las dos regiones del pais. Sin embargo, la zona mas
afectada en la isla fue el cinturén urbano de Malabo y en Bata lo fue la zona urbana

seguida del cinturdén urbano.

Cuando se analizan los factores que influyen en la infeccion parasitaria intestinal, se
observa, como dato destacado, que para los participantes VIH positivos, en Bioko no se
ha encontrado asociacion entre estado inmunolégico e infeccion parasitaria intestinal,

pero si en el continente, de acuerdo con algunos estudios que sugieren que el bajo
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recuento de células T-CD4 + se relaciona con una mayor incidencia de infecciones

parasitarias oportunistas (Certad et al., 2003).

En la region continental, la proporcion de parasitacion intestinal fue mayor en los
participantes sin TARV que en los que estaban bajo TARV. El inicio del TARV por los
pacientes es mucho mas tardio en esta zona, por lo que es mayor el nimero de personas
con necesidad de tratamiento antirretroviral de los que estaban recibiendo, aunque en el
seguimiento si recibieran tratamiento con antihelminticos y antiprotozooarios lo que

puede tener una gran influencia en la disminucién de parésitos intestinales.

Pocos participantes informaron de sintomas clinicos como diarrea, malestar abdominal,
o vomitos. En la isla, la falta de asociacion entre la infeccion parasitaria en los
participantes VIH positivos y los sintomas se justifica debido a que sélo el 48,8%
(127/260) de los participantes informaron de sintomas, y de ellos, 103 estaban
parasitados. No se encontro asociacion entre los diferentes parasitos, considerando cada
especie de forma individual, y la presencia de sintomas. Por el contrario, en el
continente el 61,9% (169/273) de participantes sefialo sintomas, 133 de los cuales se
encontraban parasitados. Sin embargo, en este caso Si se encontrd asociacion entre
infeccion por E. histolytica/dispar/moshkovskii y Entamoeba coli con otros sintomas,
gue incluyen molestias abdominales, dolor epigastrico o vomitos. Estos resultados,
junto con las altas tasas de parasitacién sugieren que el contacto permanente con los
parasitos podria dar lugar a infecciones asintomaticas. Esta observacion estaria de
acuerdo con la opinidn expresada por diversos autores de que la mayoria de las personas
infectadas por Strongyloides que viven en zonas endémicas sean asintomaticas (Segarra-
Newnham, 2007), y con la difusién de los genotipos asintomaticos de algunos parasitos
como Giardia (Sahagun et al., 2008; Gofii et al., 2010). Sin embargo, en personas VIH
positivas de la isla, el estado inmunolégico se asocié con diarrea pero no con
parasitacion intestinal especifica. Por ello, que resulta de especial interés la
determinacion de las especies y los genotipos circulantes de algunos parasitos que nos
permita asociarlos con sintomas mas o menos especificos. Por otro lado, algunos
pacientes no parasitados han informado de sintomas, lo que sugiere la posible presencia
de otros agentes causales, tales como virus o bacterias que no han sido analizados en

este estudio.
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El nimero de especies parasitarias encontradas ha sido muy similar en todas las zonas y
los grupos de poblacion estudiados, siendo ligeramente superior en los participantes

VIH positivos.

La proporcion total de helmintos patdgenos ha sido muy similar en la Region
Continental [60,7% (202/333)] y en la Isla de Bioko [61,9% (192/310)]. En los
pacientes VIH negativos, los helmintos mas frecuentes fueron Trichuris, Ascaris y
Strongyloides en el continente y Uncinarias, Ascaris y Schistosoma en la isla.

En el presente estudio, en la Isla de Bioko Trichuris trichiura fue significativamente
mas frecuente en los pacientes VIH positivos aunque en el grupo de los participantes
VIH negativos la proporcion encontrada fue también alta, con asociacion entre la
infeccion por Trichuris y la edad. En el primer grupo, s6lo los adultos estaban
infectados, pero estos resultados deben considerarse con precaucion, debido al bajo
numero de nifios en este grupo. En los VIH negativos, la asociacion entre infeccion por
Trichuris y edad dio como resultado una mayor proporcion de infeccion en los nifios,
hecho justificado por su contacto con el suelo y la escasez de medidas higiénicas, lo que
también esta relacionado con el hecho de que la parasitacion por Trichuris aparezca
asociada a participantes con niveles académicos bajos. De acuerdo con lo comentado, la
infeccion por Trichuris es més alta en el cinturén urbano, donde se acumulan las
personas mas desfavorecidas, con peores condiciones higiénicas y menores
posibilidades economicas. En el continente encontramos asociacion de la infeccion por
Trichuris con el genero, siendo mas frecuente la infeccion en las mujeres que son las
gue mas trabajan en el campo. También se da asociacion con los niveles bajos de

formacion académica, el estatus socioecondmico y la inmunosupresion.

Por el contrario, en Bioko Ascaris fue significativamente mas frecuente en el grupo de
participantes seronegativos. También fue alta la proporcion de pacientes VIH positivos
(19,2%) que presentaban este helminto. Se ha encontrado asociacion entre la infeccion
por Ascaris y el género en el grupo de VIH positivo, lo que sugiere que, como ocurre en
el caso de Trichuris, las actividades diarias llevadas a cabo por la mujer en el campo, la
venta de los productos agricolas en el mercado, los habitos sociales e higiénicos, las
precarias condiciones sanitarias del medio ambiente o el consumo de alimentos

contaminados puedan ser la causa de la mayor parasitacién en mujeres.
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En diversas publicaciones, algunos autores describen cémo la alta proporcion de
parasitos intestinales va asociada a niveles socioecondémicos bajos, a lugares donde el
suministro de agua es inadecuado y en general, a situaciones sanitarias deficientes
(Assefa et al., 2009; Damen et al., 2011). Sin embargo, las actividades ocupacionales
también podrian ser un factor de riesgo importante, especialmente entre los agricultores
gue estan en continuo contacto con la tierra contaminada e incluso entre los
comerciantes, a los que les gusta humedecer los dedos con saliva para contar el dinero
(Hailemariam et al., 2004) y cuyos lugares de trabajo no siempre retnen las condiciones
sanitarias minimas. Por lo tanto, la asociacion entre la infeccion parasitaria intestinal, el
nivel de educacion y de informacion en medidas higiénicas, asi como, en menor medida,
el lugar de residencia, no ha de sorprendernos ya que estos factores estan
interrelacionados, de modo que aquellas personas con menores niveles de educacion
también tienen menos cuidado con el saneamiento y tienden a vivir a su vez en el

cinturén urbano.

Roche y Benito en 1999, también sefialan a Trichuris y Ascaris como los nematodos
intestinales mas frecuentes y a E. histolytica/dispar como el protozoo mas comun en
heces de los habitantes de la Isla de Bioko (Roche & Benito, 1999).

En Bioko, Strongyloides stercoralis fue detectado sélo en pacientes coinfectados con el
VIH, mientras que Cryptosporidium y Schistosoma casi duplicaron su frecuencia en el
grupo de los participantes VIH negativos. En el continente, la proporcion de
participantes que presentaban estas parasitosis fue casi similar en los dos grupos y
aparecieron asociados a personas con nivel socioeconémico bajo en el grupo de los VIH
negativos. La frecuencia de infecciones debidas a Strongyloides se ha incrementado
dramaticamente en los ultimos afios, desde el 0,8% de participantes que presentaron esta
parasitosis, segun el estudio de Roche y Benito, hasta el 8,8% en la Isla de Bioko y el
10,8% en el continente, segun los resultados obtenidos en el presente trabajo. Para
explicar este aumento, es necesario tener en cuenta que en el estudio de Roche y Benito
no se incluyeron participantes VIH positivos, colectivo en el que el parasito aparece con
mas frecuencia. Cabe sefialar que el cultivo de heces proporcionaria un mayor nimero
de positivos para Strongyloides (Joshi et al., 2002), técnica que, como ya se ha
comentado anteriormente, no se ha podido realizar por la falta de medios en el pais de
origen de los participantes en el estudio. La pobreza, la falta de acceso a agua potable, la

falta de saneamiento ambiental, la exposicion agricola, el hacinamiento, la escasez de
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habitos de higiene, el nivel educativo bajo y el estado inmunolégico estan bien descritos
como factores de riesgo para la infeccién por helmintos de transmisién a través del
suelo (Olsen et al., 2001; Dumba et al., 2008).

Otro parasito cuya frecuencia ha sufrido marcadas diferencias en la Gltima década es
Schistosoma intercalatum/guineensis, que en los primeros estudios aparecia como
causante de esquistosomosis endémica en la region continental (Simarro et al., 1991;
Simarro et al., 1993; Jusot et al., 1997; Roche & Benito, 1999), lo que dio lugar a que
se llevaran a cabo campafias de tratamiento poblacional para el control de la endemia.
Lo sorprendente es que en la actualidad, la infeccion causada por este parasito se
encuentra en la Isla de Bioko con una frecuencia elevada (10,9%) y afectando a
personas que nunca han salido de ésta, por lo que se descarta que hayan adquirido la
infeccion en otro lugar. Esto sugiere que la inmigracion de personas desde la region
continental o desde otros paises vecinos, motivada fundamentalmente por el auge del
petréleo ha introducido el parasito en la Isla. No obstante, la observacion de las
caracteristicas morfologicas de los huevos no permite asegurar si la especie presente es
S. intercalatum, S. guineensis, una mezcla de ambos o un hibrido (Figura DVD-1), por
lo que seran necesarias investigaciones futuras donde se utilicen técnicas de biologia

molecular para clarificar esta cuestion.

Figura DVD-1: Huevos de Schistosoma spp.

En el grupo de participantes VIH negativos, la esquistosomosis se encuentra
principalmente en nifios con poca informacion higiénica, mientras que entre los
pacientes VIH positivos, existié asociacion entre parasitacion por Schistosoma vy el
género, con una proporcion mayor de mujeres parasitadas que de varones. En el
contexto donde viven los participantes del estudio, son los nifios y las mujeres los que
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mas tiempo pasan en los rios, ya que en ellos realizan las actividades de recogida de
agua, lavado de vajilla y ropa asi como de juego, en el caso de los nifios (Figura DVD-
2). En la region continental, la frecuencia de la infeccion fue menor que la encontrada
en la Isla de Bioko y similar en los dos grupos de participantes estudiados. En este caso,
se observo asociacion con el lugar de residencia, siendo mayor la frecuencia en el
cinturén urbano, donde la vida se desarrolla principalmente en los rios. En uno de los
estudios realizados en la region continental en 1997, se concluyd que la sospecha de
SIDA era un factor de riesgo importante en la adquisicion de la esquistosomosis,
encontrando también asociacién entre la carga parasitaria y los sintomas (Jusot et al.,
1997). Esto explicaria la ausencia de sintomas en el presente estudio, debido a la baja
carga parasitaria observada en casi todos los casos. En el estudio de Jusot et al. citado se
subraya ademas la ausencia de sintomas cuando el contacto con el parasito es continuo.
La menor frecuencia de la infeccién en la regién continental respecto a la insular se
puede explicar debido al tratamiento en masa con prazicuantel que se llevo a cabo en la
poblacion de Bata y que logré reducir la infeccién en la poblacion en un 98,9%
(Simarro et al., 1991).

Figura DVD-2: Rio Borabecho, barrio Fishtown (EI& Nguema). Isla de Bioko.
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La frecuencia total de protozoos patogenos, asi como de las diferentes especies
consideradas de modo individual, ha sido mayor en la Isla de Bioko que en la Regién
Continental, con un 47,8% de participantes infectados en el primer caso frente al 39,6%
en el segundo caso. Lo mismo ocurre con los protozoos no patogenos, la frecuencia fue
mayor en la poblacion de Bioko que en la del continente (35,2% y 33,9% de pacientes
infectados, respectivamente). Este resultado se interpreta considerando que la mayor
frecuencia de protozoos en Bioko es debida al hacinamiento en que vive la poblacién de

la ciudad de Malabo, sobre todo, en el cinturén urbano.

En la Isla de Bioko, la proporcion de participantes VIH negativos que presentaron
protozoos patogenos (48,0%) fue similar que la de los participantes seropositivos
(47,7%), al igual que los helmintos patdgenos (62,3%) en los participantes VIH

positivos y el 60,0% en los VIH negativos.

En el continente, la frecuencia de helmintos patdgenos fue mayor en los participantes
VIH negativos, con una proporcién de 71,7% parasitados, comparada con la de los VIH
positivos infectados (58,2%). Lo mismo ha ocurrido para la frecuencia de protozoos
patogenos el 46,7% de VIH negativos y el 38,1% de VIH positivos presentaban
protozoos patdgenos; en cambio, para los protozoos oportunistas la proporcién ha sido
ligeramente mayor en los participantes VVIH positivos (34,4%) que en los VIH negativos
(31,7%), este hecho puede ser debido, a la tendencia a retardar el TARV en los

pacientes que lo necesitan en la UREI de Bata.

Los estudios realizados en otros paises africanos también describen una mayor
proporcion de helmintos intestinales que de protozoos en pacientes VIH positivos
(Hailemariam et al., 2004). Este hecho no se ha podido demostrar en la region

continental.

La frecuencia de la infeccion por Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii observada
en este estudio fue mayor (42,0% y 43,0% de los participantes VIH negativos y VIH
positivos respectivamente) en la Isla de Bioko que la encontrada por Roche y Benito en
1999 (32,7%) y posteriormente por Fuentes et al., en 2007 (9,8%). En el grupo de
participantes VIH negativos, se asocid con la edad y con el género y en el grupo de
participantes VIH positivos con el lugar de residencia. También fue mayor que en los

estudios anteriores la frecuencia encontrada en la region continental, ya que el 37,0% de
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los participantes VIH positivos y el 40,0% de los VIH negativos presentaron infeccion
por Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii, existiendo asociacién entre infeccion y
otros sintomas, niveles bajos de informacion higiénica y de formacién académica, asi
como el no estar bajo TARV en el grupo de los VIH positivos. De igual manera, en este
grupo, Entamoeba coli se asocié a otros sintomas. Una vez maés, las altas tasas de
infeccion observadas y las asociaciones encontradas, sugieren que la diseminaciéon de la
infeccion por Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii y por Entamoeba coli se
encuentra relacionada con las deficientes condiciones sanitarias de la poblacion. No
obstante, y considerando la diferente patogenicidad de estas especies, resulta necesario
utilizar técnicas de biologia molecular para determinar la distribucion de las especies de
Entamoeba, diferenciando la patdgena E. histolytica de especies no patdgenas tales
como E. dispar o la recientemente descrita E. moshkovskii y estudiar su posible relacién

con diarrea o con otros sintomas y con el estado inmunolégico de los participantes.

En el estudio que presentamos, Giardia duodenalis se detectd con frecuencias similares
a las reportadas en los estudios de 1999 y 2007, en los pacientes VIH positivos (Roche
& Benito, 1999; Fuentes et al., 2007), pero casi la frecuencia de este flagelado se
duplica en el grupo de los participantes VIH negativos en la Isla de Bioko. En el

continente, en el grupo de los VVIH negativos casi se triplicaron los valores.

En otros paises africanos como Nigeria, Zambia y Tanzania, la proporcion de infeccion
por Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii, Giardia y Cryptosporidium fue mayor
en pacientes VIH positivos (Hunter et al.,, 1992; GOmez-Morales et al., 1995;
Babatunde et al., 2010). De acuerdo con varios autores, Giardia y Cryptosporidium son
parasitos que preferentemente se encuentran en nifios y en los paises en desarrollo la
criptosporidiosis es mas prevalente en nifios menores de 2 afios de edad (Valentiner-
Branth et al., 2003; Mor & Tzipori, 2008; Xiao & Fayer, 2008; Xiao, 2010).

Por lo tanto, el bajo numero de nifios en el grupo de participantes seropositivos, puede
ser la causa de las diferencias en la proporcién de infeccidn que se da en la asociacién
entre Cryptosporidium y la edad en el grupo de pacientes VIH negativos de Bioko.
Otros autores han publicado una relacién entre el estado inmunologico y la infeccion
por protozoos, y especificamente por Cryptosporidium (Ramana & Mohanty, 2009), que
en nuestro caso no se ha confirmado. Estos autores ponen también de manifiesto los

efectos de los ARV inhibidores de la proteasa del VIH sobre la infeccion por
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Cryptosporidium, que pueden llegar a modificar la epidemiologia de estos protozoos
intestinales y que a su vez, pueden ser componentes clave de la terapia en el estado de
SIDA. No esta muy claro si el efecto se debe a la reconstitucion inmune o a efectos
antiparasitarios de estos inhibidores (Cabada & White, 2010). Otros estudios sefialan
que este grupo de ARV, que en principio ayudan a la reduccién de la carga viral y la
recuperacion de las células CD4+, permiten la recuperacion clinica y la erradicacion de
la infeccion por Cryptosporidium (Maggi et al., 2000; Miao et al., 2000) y que son en la
actualidad la terapia de eleccion para esta parasitosis pudiendo ser usados también como
profilaxis (Caccio & Pozio, 2006).

La infeccion por Giardia se asocid con el genero en el grupo de participantes VIH

negativos del continente, siendo mas frecuente en los varones.

La asociacion entre criptosporidiosis y el nivel socioeconémico en los pacientes VIH
positivos de Bioko, nos lleva a pensar que un nivel adquisitivo bajo conduce a vivir en
lugares donde las condiciones sanitarias son deficientes y esto favorece la adquisicion
de la infeccion. En el primer estudio llevado a cabo en la Isla de Bioko, (Roche &
Benito, 1999) no se realizaron las técnicas necesarias para la deteccion de este protozoo,
pero en 2009, Blanco et al., encontraron un 14,9% (7/47) de parasitacion en una muestra
de pacientes VIH positivos de Malabo y en Bata un 20,3% (28/138) (Blanco et al.,
2009), valor superior al encontrado en nuestro estudio (9,2% en Malabo y 2,9% en
Bata), aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa posiblemente, debido

a la diferencia en el tamafio de la muestra estudiada.

El hecho de que se administre de forma regular cotrimoxazol a las personas VHI
positivas puede justificar la ausencia de Isospora spp. y Cyclospora spp. Blastocystis
hominis, cuya patogenicidad se encuentra en entredicho, y los claramente no patdgenos
Chilomastix, E. nana, Entamoeba coli, E. hartmanni e I. biitschlii fueron identificados
también en el estudio de Roche & Benito (1999), aunque en una proporcién mucho
menor a la encontrada en nuestro estudio. En el continente, estos parasitos se asociaron
al TARV, siendo su frecuencia mayor y significativa en los pacientes que no estaban
bajo TARV. Pentatrichomonas se asocié con diarrea. Aunque estos parasitos no sean
patdgenos, es importante determinar su proporcion, ya que puede ser un buen indicador
de referencia de las condiciones higiénicas de la poblacién, de la calidad del agua de uso
doméstico, del tratamiento de los alimentos, etc. Esto nos lleva a subrayar la
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importancia de potenciar las actividades encaminadas a la educacion para la salud en la

poblacién en general y en particular en las PVVIH.

Se encontr6 una asociacion entre la infeccion por Trichuris y Ascaris, Entamoeba spp. y
Blastocystis, asi como Entamoeba spp. y Giardia en el grupo de participantes VIH
positivos de las dos regiones. En el grupo de participantes VIH negativos de Bioko se
dio la asociacion con Cryptosporidium spp. y entre Trichuris con Ascaris y Entamoeba
spp. y entre Giardia y Entamoeba spp. entre otras. Estas asociaciones sugieren una
participacion importante de la ruta hidrica en la transmision de las enfermedades
parasitarias intestinales. Este hecho quedo confirmado cuando los datos de las personas
VIH positivas y VIH negativas que convivian en el mismo hogar, mostraron que las
infecciones por Ascaris, Schistosoma y Uncinarias, no se asociaron con la coinfeccion
por el VIH en Bioko. Lo mismo sucedi6 con las infecciones por Ascaris, Trichuris y
Schistosoma en el continente, siendo el porcentaje de parasitismo mas alto en personas
VIH negativas. Estos resultados sugieren que la infeccion parasitaria intestinal podria
estar relacionada con otros factores como las diferencias en las actividades que
desempefian la mujer y el vardn, o un adulto y los nifios. Ademas, debe tenerse en
cuenta que la correlacion entre la disminucion de las tasas de excrecion de huevos de
Schistosoma y los niveles bajos de las células T-CD4+ ha sido puesta de manifiesto
(Harms & Feldmeier, 2002). Este es un hecho que dificulta el diagnostico de la
esquistosomosis. En nuestro caso se encontr0 una concentracion baja de huevos de
Schistosoma tanto en el grupo de participantes VIH positivos y como en el de VHI

negativos.

Cuando se han comparado los resultados obtenidos para las personas VIH positivas y
VIH negativas que residian en la misma casa, se ha encontrado una asociacién
estadisticamente significativa entre la infeccion por el VIH y la infeccion por
Entamoeba spp. y Giardia duodenalis; por la que las personas VIH positivas tienen
mayor riesgo de adquirir infecciones parasitarias por Entamoeba spp. Giardia
duodenalis, Trichuris, Entamoeba coli, Blastocystis, Pentatrichomonas spp y
Cryptosporidium, siendo este riesgo significativamente mayor que en las personas VIH
negativas en la Isla de Bioko. Sin embargo, en el continente la asociacion fue
significativa entre la infeccién por el VIH y la infeccién por Entamoeba spp, E. nana y
Blastocystis. Las personas VIH positivas tienen mayor riesgo de adquirir infecciones

parasitarias por Entamoeba spp. Blastocystis, E. nana, Uncinaria y Cryptosporidium
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siendo este riesgo significativamente mayor que en las personas VIH negativas. Otros
estudios han sugerido que la mayor probabilidad de adquirir infecciones por parasitos
patdgenos, como las producidas por Giardia, Entamoeba spp. y Strongyloides, asi como
su alta prevalencia en personas VIH positivas (Robinson et al., 1990; Feitosa et al.,
2001; Awole et al., 2003; Babatunde et al., 2010), pueden ser debidas a continuas re-
infecciones que disminuyen la capacidad de aclaramiento de estos parasitos en las
personas seropositivas (Awole et al., 2003).

Los resultados que presentamos muestran la importancia de la transmision de las
enfermedades parasitarias intestinales por via hidrica y alimentaria, asi como de la
educacidn sanitaria de la poblacion. También se pone de manifiesto que algunas de las
enfermedades causadas por estos parasitos tienen una especial incidencia en los
pacientes VIH positivos, en quienes pueden llegar a ser cronicas, reduciendo
notablemente su calidad de vida y llegar a causarles la muerte (Hailemariam et al.,
2004; Mariam et al., 2008; Assefa et al., 2009), por lo que reviste especial importancia
la adopcion de medidas destinadas a su control.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES SOBRE
LOS RESULTADOS DE LAS TECNICAS
MICROSCOPICAS PARA LA DETECCION DE
PARASITOS INTESTINALES

6.1 Conclusiones

- Los cinturones urbanos son las zonas con mayor proporcion de infecciones
parasitarias intestinales en Guinea Ecuatorial (51,0% en Malabo y 34,2% en Bata),
siendo el cinturdn de Malabo el que presenta la mayor prevalencia. Esto contrasta
con la baja prevalencia de las parasitosis intestinales en las zonas rurales (4,5% en

Bioko y 16,5% en la Region Continental)

- Los parasitos intestinales que mas afectan a la poblacién guineo-ecuatoriana y que
aparecen como un gran problema de salud publica a nivel nacional son: Trichuris
trichiura, seguido de Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii, Ascaris
lumbricoides y Giardia duodenalis, tanto en la Regién Insular como en la

Continental.

- En la Isla de Bioko emerge la infeccién por Schistosoma intercalatum/guineensis,
nunca descrito como autdctono de esta region, en elevados niveles (11,0%) y en una
poblacion que nunca salio de la Isla. No obstante, la observacion de las
caracteristicas morfolégicas de los huevos no permite asegurar si la especie presente
es S. intercalatum, S. guineensis, una mezcla de ambas o un hibrido entre ambas

especies o con S. haematobium.

- Los participantes VIH negativos menores de 15 afios de Bioko, de las zonas del
cinturén urbano, presentaron un porcentaje mayor de poliparasitismo (34,0%) y de
Schistosoma intercalatum/guineensis (70,0%) que la poblacion adulta, pudiendo
relacionarse este hecho con su colaboracion en las actividades domésticas en
contacto con el agua. Toda esta actividad se realiza principalmente en los rios, lo

gue sugiere su posible contaminacién.
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La probabilidad de parasitismo por Trichuris, Uncinarias, Giardia duodenalis,
Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii y Cryptosporidium spp. aumenta en un
(59,9%, 56,0%, 71,3% y 79,7-91,9% respectivamente) para las personas que viven
con el VIH/SIDA.

En la Region Continental, el porcentaje de parésitos intestinales detectado en
pacientes VIH-positivos (76,9%) ha resultado significativamente mas baja que en
los pacientes de la Isla de Bioko (81,5%). Dos factores pueden haber influido en
este resultado: 1) que en la UREI y CTA de la Region Continental se ofrecen
tratamientos completos con metronidazol y mebendazol y/o albendazol a los
pacientes VIH-positivos que acuden a su control y seguimiento, como profilaxis y
prevencion de parasitosis intestinales y 2) que el hacinamiento y la falta de higiene
medioambiental en esta Region es menor que en la Isla, donde confluyen
inmigrantes nacionales y de paises africanos de la Subregion en busca de las ofertas

laborales que ofrece el auge de la explotacion petrolera.

Las altas proporciones detectadas en este estudio de paréasitos intestinales en los
participantes VIH positivos de la Isla de Bioko y de la Region Continental (76,9% y
81,5% respectivamente) y VIH negativos (74,0% y 86,7% respectivamente), solo
pueden explicarse por las influencias de factores ambientales, hidricas, alimenticias
y de higiene personal deficientes.

6.2 Recomendaciones

Los médicos que atienden a los pacientes infectados con VIH pueden reducir la

morbilidad y la mortalidad causada por infecciones oportunistas a través de un

diagnostico temprano y del tratamiento oportuno de los parasitos intestinales. Por otra

parte, las conclusiones de nuestro estudio ponen de relieve la gran necesidad de

implementar:

Politicas de educacion sanitaria a la poblacion.

Estudios sobre el estado de contaminacion de los rios y los suministros de agua
potable para determinar su participacion en la transmision de los parasitos

intestinales.
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- Medidas para volver con lo que antiguamente se ha hecho con los rios, que es

delimitar las zonas de los mismos en cuanto a uso humano.
- Politicas reforzadas de salud ambiental en los cinturones urbanos y zonas rurales.

- Estudios con técnicas de Biologia Molecular que permitan el diagndstico de especies
patogenas y el conocimiento de la distribucion de las especies y los genotipos de los
parasitos que se encuentran en el pais, sus posibles vias de transmision y tratamiento

segun necesidad.

El control de helmintos y otros parasitos intestinales deben seguir siendo una prioridad
por los expertos en salud puablica, los ministerios de salud y los responsables de la

politica global.
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7. CARACTERIZACION MOLECULAR DE Entamoeba
histolytica, dispar y moshkovskii EN PACIENTES VIH
POSITIVOS DE GUINEA ECUATORIAL

7.1 Malabo —Isla de Bioko-

7.1.1 Descripcion de los pacientes infectados por E.
histolytica/dispar/moshkovskii

En el capitulo anterior, se describe que de las 260 muestras estudiadas procedentes de
participantes VIH positivos de la Isla de Bioko, 112 (43,1%) resultaron positivas para
Entamoeba spp. por alguno de los métodos de analisis utilizado, microscopia y/o ICR.
De forma similar, de las 50 muestras de los pacientes VIH negativos, 21 (42,0%),

resultaron positivas utilizando estos mismos metodos.

La media de edad de los pacientes con coinfeccién por VIH y Entamoeba spp. fue de
36,05 + 10,61 (rango 7-63 afios), el 99,1% (111/112) adultos y sélo 1 nifio (0,9%). Por
otra parte, el 23,2% (26/112) eran varones y el 76,8% (86/112) mujeres, 13 (15,1%) de
las cuales estaban embarazadas y todas ellas bajo tratamiento antirretroviral para
prevenir la transmision vertical. En lo que respecta al estado inmunoldgico, el 36,6%
(41/112) eran inmunocompetentes, el 24,1% (27/112) tenian inmunosupresion
moderada, el 22,3% (25/112) tenian inmunosupresion avanzada y el 15,2% (17/112)
presentaban inmunosupresion severa, no disponiendo de valores para el restante 1,8%
(2/112). En cuanto al lugar de residencia, el 2,7% (3/112) vivian en zonas rurales, el
30,4% (34/112) en la zona urbana y el 67,0% (75/112) en el cinturén urbano (Tabla RE-
1).

Cuando se analizaron las muestras procedentes de los pacientes VIH negativos
infectados por Entamoeba spp., la edad media fue de 20,19 + 16,58 (rango 3-52 afos),
con un 47,6% (10/21) de los participantes mayores de 15 afios y un 52,4% (11/21)
menores. De ellos, el 57,1% (12) eran varones y el 42,9% (9) mujeres y de ellas una
estaba embarazada. En cuanto al lugar de residencia, un 4,8% (1/21) vivia en las zonas
rurales, el 33,3% (7/21) en la zona urbana y el 61,9% (13/21) en el cinturén urbano
(Tabla RE-1).
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Tabla RE-1. Numero de participantes infectados segun los datos demograficos, estado inmunolégico y
lugar de residencia en la Isla de Bioko.

GRUPO Ne INC ISM ISA ISS SIV Rural Urbana Cinturén
VIH+ 112 41 27 25 17 2 3 34 75
VIH- 21 0 0 0 0 0 1 7 13

TOTAL 133 41 27 25 17 2 4 41 88

INC: inmunocompetente, ISM: inmunosupresién moderada, ISA: inmunosupresion avanzada, ISS: inmunosupresion severa y S/V:
sin valor

Ademas de estas muestras, otras 20 fueron seleccionadas al azar de entre aquellas que
habian resultado negativas para Entamoeba spp. por las técnicas microscopicas y/o de
inmunocromatografia, para valorar su posible amplificacion por PCR. El 75,0% (15/20)
de estas muestras provenian de participantes VIH positivos y el 25,0% (5/20) de VIH
negativos. La edad media en este grupo fue de 31,05+ 12,76, un 90,0% (18/20) eran
adultos, 15 de ellos VIH positivos y el otro 10,0% (2/20) nifios, todos ellos VIH
negativos. Una de las muestras era de un varon y 19 de mujeres, 2 de las cuales estaban
embarazadas y bajo tratamiento antirretroviral. Respecto al lugar de residencia, el 5,0%
(1/20) vivia en zona rural, el 35,0% (7/20) en zona urbana y el 60,0% (12/20) en el

cinturén urbano.

7.1.2 ldentificacion de especies de Entamoeba por PCR en muestras

procedentes de participantes VIH positivos

Para la diferenciacion de las especies del complejo Entamoeba
histolytica/dispar/moshkovskii, las muestras fueron sometidas a anélisis por PCR con
los primers y reacciones descritas en los apartados 3.4.2 de Material y Métodos. En la
figura RE-1 y RE-2 se pueden observar los resultados obtenidos para algunas de las

muestras.
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M: marcador; 1: Control positivo; 2: control negativo; 3-14: Muestras con infeccién por E. moshkovskii.

Figura RE-1: Electroforesis en gel de agarosa tefiido con BrEt de los productos de la amplificacién de la
segunda PCR de E. moshkovskii

427 pb —»
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M: marcador; 1-4: Muestras positivas a E. histolytica; 5-8: Muestras positivas a E. dispar.

Figura RE-2. Electroforesis en gel de agarosa tefiido con BrEt de los productos de amplificacion de la
segunda PCR de E. histolytica y E. dispar.

Se obtuvo amplificacion positiva por PCR para alguna de las especies de Entamoeba
analizadas en el 98,2% (110/112) de las muestras procedentes de participantes VIH
positivos [IC95% (93,7-99,8)]. Las dos muestras en las que no se obtuvo amplificacion

habian sido diagnosticadas por vision directa, pero resultaron negativas por ICR.

En el total de las 110 muestras confirmadas por PCR, las especies se distribuyen de la
siguiente manera: E. dispar se detectd en el 84,5% (93/110) de los participantes
[(p<0,001)], E. moshkovskii en el 36,4% (40/110) y E. histolytica en el 19,1% (21/110),

como se muestra en la figura RE-3.
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Figura RE-3. Especies de Entamoeba identificadas en el estudio. Participantes VIH+/VIH-. I. Bioko.

Si se hace referencia a los 260 participantes VIH positivos de la Isla de Bioko, se puede
decir que la prevalencia de las especies de Entamoeba es: E. dispar, en el 35,8%
(93/260); E. moshkovskii en el 15,4% (40/260) y E. histolytica en el 8,1% (21/260),
como se muestra en la figura RE-4.

200 7 358 360
35,0 vV

30,0 A
25,0 -
20,0 A
15,0
10,0 ~

22,0

15,4

10,0

8,1

0,0

% E. dispar E. moshkovskii E. histolytica
0

EVIH+ mVIH-

Figura RE-4. Especies de Entamoeba identificadas en el total de participantes VIH+/VIH-. I. Bioko.

Como se puede observar en los resultados sefialados mas arriba, se han encontrado
infecciones mixtas, con las combinaciones de especies que se muestran en la Tabla RE-
2.
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Tabla RE-2. Especies de Entamoeba identificadas en muestras de los participantes de la I. Bioko.

PARASITO VIH+ % (1C95%0) VIH- % (1C95%) TOTAL
(n=112) (n=21) (n=133)

E. histolytica 7 6,2 (1,3-11,2) 1 4,8 (0,1-23,8) 6,0 (8/133)
E. dispar 54 48,2 (38,5-57,9) 8 38,0 (18,1-61,5) 46,6 (62/133)
E. moshkovskii 8 7,1 (1,9-12,3) 1 4,8 (0,1-23,8) 6,8 (9/133)
E. dispar/moshkovskii 27 24,1 (15,7-32,5) 7 33,3 (14,6-56,9) 25,6 (34/133)
E. dispar/histolytica 9 8,0 (2,5-13,5) 1 4,8 (0,1-23,8) 7,5 (10/133)
E. histolytica/moshkovskii 2 1,8 (0,2-6,3) 1 4,8 (0,1-23,8) 2,2 (3/133)
E. histolytica/dispar/moshkovskii 3 2,7 (0,5-7,6) 2 9,5 (1,1-30,3) 3,8 (5/133)

P=0,001 en la relacion E. dispar mono-infeccion respecto al resto de especies.

En relacion al lugar de residencia, la combinacion de especies fue en la zona urbana del
[38,2% (13/34)], en el cinturdn urbano del [36,0% (27/75)], y en la zona rural del
[33,3% (1/3)].

En cuanto a sintomas, el 51,8% (57/110) de las personas infectadas con alguna especie

de Entamoeba, refirieron algin sintoma (diarrea, estrefiimiento y otros).

Asimismo, se observd que de los 93 participantes infectados por E. dispar, un 72,0%
(67/93) se encuentran bajo TARV frente al 28,0% (26/93) sin TARV. La infeccion por
E. dispar no presentd asociacion estadisticamente significativa con ninguna de las

variables contempladas en el estudio.

La infeccion por E. histolytica se asoci6 a otros sintomas, que incluyen retortijones,
aerofagia o dolor epigastrico, con una frecuencia de infeccibn mayor en los
participantes con sintomatologia [28,9% (11/38) p=0,048 y OR=0,38 (0,14-1,0)], frente
a un 13,5% (10/74) de personas infectadas entre las que no presentaban ningun sintoma.
También en este caso, se observd asociacion entre infeccion y el estar o no bajo TARV,
con una proporcion mayor en las personas que reciben TARV [23,5% (19/81), p=0,039,
OR= 4,4 (1,0-20,4)], respecto a las que no lo reciben [6,5% (2/31)]. Otro factor que se
aprecia es una tendencia a adquirir infeccion por E. histolytica en aquellos participantes
pertenecientes a la categoria de nivel socioecondémico bajo (p=0,067), pero no se ha

apreciado asociacion entre infeccion por E. histolytica y otros parasitos intestinales.

E. moshkovskii se detectd s6lo en pacientes con niveles de informacion higiénicas
deficientes, con un 40,9% (36/88) de los participantes con nivel bajo parasitados y un
20,0% (4/20) en el nivel medio. No se encontré asociacion entre infeccion por esta

especie y género, edad, nivel socioeconémico, sintomatologia o zona de residencia. Si
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se encontrd asociacion significativa entre la infeccion por E. moshkovskii y la infeccion

por Blastocystis hominis (p=0,031).

Para los participantes de este grupo, existe ademas asociacion entre infeccion por E.

dispar y por E. histolytica (p<0,001).

No se ha encontrado asociacion entre varones y mujeres y la parasitacion por las

especies de Entamoeba.

Atendiendo a los resultados obtenidos, tanto de aquellos que presentan asociacién
estadisticamente significativa como de aquellos que solo presentan una tendencia y

como resumen de este apartado, se puede decir que:

El perfil del participante infectado por E. histolytica corresponde a una mujer (71,4%,
15/21), que vive en el area urbana (46,7%) o el cinturén urbano de Malabo (53,3%),
tiene un nivel académico de educacion primaria (60,0%) o secundaria (40,0%), un
estatus socioecondémico medio (60,0%) o bajo (40,0%), una informacion higiénica baja
(86,7%) y presentan otros sintomas intestinales (60,0%). Las personas
inmunosuprimidas infectadas estan bajo TARV.

El perfil del participante infectado por E. dispar, corresponde también a una mujer
(77,4%; 72/93), que vive en el cinturon urbano de Malabo (69,4%), tiene un nivel
académico de educacion secundaria (43,1%) o primaria (50,0%), un estatus
socioecondémico medio (73,6%), informacidn higiénica baja (77,8%), siendo la mayoria
inmunocompetentes. Esta infeccidn no aparece asociada a ninguno de los sintomas

considerados en el estudio.

En el caso de E. moshkovskii, el perfil del participante infectado corresponde también a
una mujer (77,5%, 31/40), que vive en el cintur6n urbano de Malabo (64,5%), tiene un
nivel académico de educacién primaria (54,8%) o media (35,5%), un estatus
socioecondmico medio  (71,0%), informacién higiénica baja (93,5%), e
inmunocompetente y como en el caso anterior no aparece asociado ninguno de los

sintomas considerados en el estudio.
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7.1.3 ldentificacion de especies de Entamoeba por PCR en muestras
procedentes de participantes VIH negativos

Para los participantes de este grupo, la amplificacién de Entamoeba spp. por PCR fue
del 100% (21/21). La especie méas frecuente ha sido E. dispar ya que resultaron
infectados por esta especie el 85,7% (18/21), seguida de E. moshkovskii que aparece en
el 52,4% (11/21) y de E. histolytica con un 23,8% (5/21) de participantes infectados
(Figura RE-3).

Si se considera el total de participantes VIH negativos, la prevalencia de especies queda
como sigue: E. dispar 36,0% (18/50), E. moshkovskii 22,0% (11/50) y E. histolytica
10,0% (5/50) (Figura RE-4).

En este grupo, las combinaciones encontradas han sido: E. dispar/E. moshkovskii en un
33,3% (7/21), E. dispar/E. histolytica, asi como E. histolytica/E. moshkovskii 4,8%
(1/21) y de las tres especies E. dispar/E. histolytica/E. moshkovskii en un 9,5% (2/21),
como se muestra en la Tabla RE-2. La combinacion entre especies ha sido mas
frecuente en las zonas del cinturdn urbano, 61,5% (8/13), y urbana, 42,9% (3/7), siendo

nula en el area rural.

La Unica embarazada de este grupo presento una infeccion mixta por E. dispar y E.

moshkovskii.

La infeccidn por las diferentes especies no se ha asociado a ninguna de las variables de
estudio. La infeccién por E. histolytica se asocié a la infeccion con Uncinarias
(p=0,060).

No se ha encontrado asociacion entre varones o mujeres y la infeccion con las especies

de Entamoeba.

7.1.4 Comparacion entre los participantes VIH positivos y VIH

negativos

Cuando se analiza la infeccion por Entamoeba spp. en pacientes que conviven entre
ellos, se observa que la probabilidad de infeccion por E. moshkovskii disminuye en un

40,2% para el grupo de personas VIH positivas, mientras que la probabilidad de
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infeccion por E. histolytica y E. dispar aumenta en un 55,4% y 55,6% respectivamente.

La tabla RE-3 muestra la OR entre el VIH y la coinfeccion de especies de Entamoeba.
No se encontré asociacion entre las diferentes especies y la infeccion por el VIH.

La infeccion por E. histolytica se asocid con nivel socioeconomico bajo (p=0,011) en

pacientes VHI positivos.

Tabla RE-3. OR emparejado VIH+ y Entamoeba spp. Referencia VIH negativo. Isla de Bioko.

PARASITO OR 1C95% %
E. dispar 1,253 0,397-3,956 55,6
E. moshkovskii 0,671 0,243-1,853 40,2
E. histolytica 1,241 0,362-4,259 554

7.1.5 ldentificacion de especies de Entamoeba por PCR en muestras

procedentes de participantes seleccionados al azar

Al analizar las 20 muestras tomadas al azar se observé que un 55,0% (11/20) de ellas
dieron amplificacion positiva de Entamoeba spp. por PCR, identificando una (5,0%)
muestra positiva para E. histolytica, 2 (10,0%) para E. dispar y 9 (45,0%) para E.
moshkovskii. Se encontrd una sola combinacién entre E. histolytica/E. dispar.

En la figura RE-5 se detallan las zonas en que se han encontrado las diferentes especies

de Entamoeba.
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7.2 Bata —Reqgion Continental-

7.2.1 Descripcion de los pacientes infectados por E.
histolytica/dispar/moshkovskii

En el capitulo anterior, se describe que de las 273 muestras procedentes de participantes
VIH positivos de la Region Continental, 101 (37,0%) resultaron positivas para
Entamoeba spp. por alguno de los métodos de analisis utilizados, microscopia y/o ICR.
Asi mismo, de las 60 muestras de los pacientes VIH negativos, 24 (40,0%) resultaron

positivas.

La media de edad de los pacientes con coinfeccién por VIH y Entamoeba spp. fue de
35,12 + 11,68 (rango 1-58 afios), siendo el 96,0% (97/101) adultos y el 4,0% (4/101)
restante nifios. EI 19,8% (20/101) de participantes de este grupo eran varones y 80,2%
(81/101) mujeres, de las cuales, el 8,6% (7/81) estaban embarazadas, dos con
tratamiento antirretroviral para prevenir la transmision vertical y cinco sin él. De todos
los participantes de este grupo, el 36,6% (37/101) eran inmunocompetentes, el 16,8%
(17/101) tenian inmunosupresion moderada, el 30,7% (31/101) inmunosupresion
avanzada y el 15,8% (16/101) presentaban inmunosupresion severa. En cuanto al lugar
de residencia, el 22,8% (23/101) vivian en zonas rurales, el 34,7% (35/101) en la zona
urbanay el 42,6% (43/101) en el cintur6n urbano (Tabla RE-4).

Cuando se analizaron las muestras procedentes de los pacientes VIH negativos
infectados por Entamoeba spp., la edad media fue de 28,50 + 16,36 (rango 4-65 afos),
el 75,0% (18/24) de los participantes eran mayores de 15 afios y el 25,0% (6/24)
menores. Eran varones 9 (37,5%) y 15 (62,5%) mujeres, de éstas dos embarazadas. En
cuanto al lugar de residencia, un 16,7% (4/24) vivian en las zonas rurales, el 45,8%
(11/24) en las zonas urbanas y el 37,5% (9/24) en el cinturén urbano (Tabla RE-4).

Tabla RE-4. Datos demograficos, estado inmunoldgico y residencia. Entamoeba spp. R. Continental.

Grupo Ne INC ISM ISA ISS Rural Urbana Cinturén
VIH+ 101 37 17 31 16 23 35 43
VIH- 24 0 0 0 0 4 11 9

TOTAL 125 37 17 31 16 27 46 52
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INC: inmunocompetente, ISM: inmunosupresién moderada, ISA: inmunosupresion avanzada, ISS: inmunosupresion severa y S/V:
sin valor

Ademas de estas muestras, otras 20 fueron seleccionadas al azar de entre aquellas que
resultaron negativas para Entamoeba spp. por las técnicas microscépicas y/o de
inmunocromatografia rapida, para valorar su posible amplificacion por PCR. El 75,0%
(15) de estas muestras correspondia a participantes VIH positivos y el 25,0% (5) a VIH
negativos. La edad media en este grupo fue de 33,2+£15,6, con un 90,0% (18/20) de
adultos, 15 de ellos VIH positivos y 10,0% (2/20) nifios, todos ellos VIH negativos. 7
varones y 11 mujeres de ellas 2 embarazadas y sin TARV. Respecto al lugar de
residencia, el 15,0% (3/20) vivia en zona rural, el 35,0% (7/20) en zona urbana y el
50,0% (10/20) en el cinturdn urbano.

7.2.2 ldentificacion de especies de Entamoeba por PCR en muestras

procedentes de participantes VIH positivos

En los participantes VIH positivos en los que se habia detectado Entamoeba spp. por
microscopia y/o ICR, la amplificacion positiva por PCR para alguna de las especies de
Entamoeba fue del 95,0% (96/101), con un 1C95% (88,8-98,4). Las muestras negativas

por PCR habian sido positivas para Entamoeba por microscopia y negativas por ICR.

Las muestras positivas por PCR para Entamoeba, se distribuyen por especies de la
siguiente manera: E. dispar es la que se detecta en mayor proporcion [94,8% (91/96)],
seguida por E. moshkovskii [39,6% (38/96)] y E. histolytica [8,3% (8/96)], como se
muestra en la Figura RE-6 y la Tabla RE-5 junto con las combinaciones encontradas.

La combinacion entre especies fue mas frecuente en la zona rural ya que la presentan el
47,8% (11/23) de participantes parasitados por Entamoeba spp., seguida de la zona
urbana, 37,1% (13/35) y el cinturdn urbano, 34,9% (15/43).
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Figura RE-6. Especies de Entamoeba identificadas en el estudio. Participantes VIH+/VIH-. R.
Continental.

Tabla RE-5. Proporcion de especies de Entamoeba en el Continente en los pacientes VIH+/VIH-.

PARASITO VIH+ %(1C95%) VIH-  %(1C95%) TOTAL
(n=101) (n=24) (n=125)

E. histolytica 1 1,0 (0,025-5,4) 2 8,3 (1,0-27,0) 2,4 (3/125)
E. dispar 52 51,5 (41,2-61,7) 8 33,3(12,4-54,3) 48,0 (60/125)
E. moshkovskii 4 3,9 (1,9-9,8) 0 0 3,2 (4/125)
E. dispar/moshkovskii 32 31,7 (22,1-41,2) 12 50,0 (27,9-72,1) 35,2 (44/125)
E. dispar/histolytica 5 4,9 (1,6-11,2) 2 8,3 (1,0-27,0) 5,6 (7/125)
E. histolytica/moshkovskii 0 0 0 0 0
E. histolytica/dispar/moshkovskii 2 2,0 (0,24-7,0) 0 0 1,6 (2/125)

P<0,001 en la relacion E. dispar mono-infeccion respecto al resto de especies.

Considerando los 273 participantes en el estudio, se puede decir que la prevalencia de
las especies de Entamoeba en los pacientes VIH positivos en la Region Continental de
Guinea Ecuatorial queda como sigue: E. dispar 33,3% (91/273), E. moshkovskii 13,9%
(38/273) y E. histolytica 2,9% (8/273) (Figura RE-7).
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Figura RE-7. Especies de Entamoeba identificadas en el total de participantes VIH+/VIH-. Continente.

Con respecto a los sintomas, el 71,9% (69/96) de las personas infectadas por E.
histolytica/dispar/moshkovskii tenia diarrea, estrefiimiento u otros sintomas.
Considerando las especies por separado, ninguna de ellas presentdé asociacion
importante con diarrea, estrefiimiento u otros sintomas. La combinacion de la infeccion

de E. histolytica y E. dispar si se asocid con diarrea (p=0,005).

No hubo asociacion significativa entre la infeccion por E. dispar con ninguna de las

variables del estudio.

La infeccion por E. histolytica se detectd solo en pacientes adultos y con niveles
deficientes de informacion higiénicas, siendo mas frecuente entre los participantes con
el nivel bajo [87,5% (7/8)] y con el nivel medio [12,5% (1/8)]. Se encontrd asociacion

significativa entre la infeccion por E. histolytica y Chilomastix mesnili (p=0,026).

No se ha encontrado asociacion entre infeccion por E. dispar o E. moshkovskii e

infeccion por otros parasitos intestinales.

Segun los resultados obtenidos, tanto de aquellos que presentan asociacién
estadisticamente significativa como de aquellos que solo presentan una tendencia, y

como resumen de este apartado, se puede decir que:

El perfil del participante infectado por E. histolytica corresponde a una mujer (87,5%,

7/8), que vive en el cinturon urbano de Bata (42,9%), tiene un nivel académico de
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educacion primaria (100%), un estatus socioeconémico medio (42,9%) o bajo (57,1%),
una informacién higiénica baja (85,7%), presentan otros sintomas intestinales (71,4%) y
es inmunocompetente (57,1%) o presenta una inmunosupresion moderada (28,6%). Las

personas inmunosuprimidas infectadas estaban bajo TARV.

El perfil del participante infectado por E. dispar corresponde también a una mujer
(80,4%; 74/92), que vive en el cintur6n urbano de Bata (44,6%) o en la zona urbana
(36,5%), tiene un nivel académico de educacion primaria (77,0%), un estatus
socioecondémico medio (51,4%) o bajo (43,2%), informacion higiénica baja (66,2%),

presenta otros sintomas intestinales (51,4%) y es inmunocompetente.

En el caso de E. moshkovskii, el perfil del participante infectado corresponde
nuevamente a una mujer (84,2%, 32/38), que vive en el cinturdn urbano de Bata
(40,6%) o zona urbana (34,4%), tiene un nivel académico de educacion primaria
(84,4%), un estatus socioecondmico medio (40,6%) o bajo (50,0%), informacion

higiénica baja (65,6%), con otros sintomas (53,1%) e inmunocompetente.

7.2.3 ldentificacién de especies por PCR en muestras procedentes de

participantes VIH negativos

El 100% (24/24) de las muestras positivas por microscopia o ICR dieron asimismo
amplificacion positiva para Entamoeba spp. por PCR, siendo la especie mas frecuente
E. dispar [91,7% (22/24)], seguida por E. moshkovskii [50,0% (12/24)] y E. histolytica
[16,7% (4/24)] (Figura RE-6).

Considerando el total de 60 participantes VIH negativos seleccionados, la prevalencia
de las especies queda como sigue: E. dispar 36,7% (22/60), E. moshkovskii 20,0%
(12/60) y E. histolytica 6,7% (4/60) (Figura RE-7).

Las combinaciones encontradas se muestran en la Tabla RE-5. La combinacién entre
especies ha sido més frecuente en la zona rural [75,0% (3/4)], en el cinturon urbano
[55,6% (5/9)] y en la zona urbana [54,5% (6/11)].

Las dos embarazadas de este grupo presentaron una infeccion mixta por E. dispar y E.
moshkovskii.
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La infeccion por E. moshkovskii solo se encontr0 en participantes de nivel
socioecondémico bajo [8,3% (1/12)] y medio [91,7% (11/12)]. La infeccion por esta
especie se asocid a otros sintomas (dolor abdominal, retortijones, aerofagia...), 85,7%
[(6/7), p=0,025 y OR=11,0 (1,0-114)].

7.2.4 Comparacion entre los participantes VIH positivos y VIH

negativos

Cuando se comparan los dos grupos de participantes que conviven entre ellos, se
observa que la probabilidad de infeccion por E. histolytica y E. moshkovskii disminuye
en un 31,3% y 35,0% respectivamente para el grupo de personas VIH positivas,
mientras que la probabilidad de infeccion por E. dispar aumenta en un 53,6%. La tabla
RE-6 muestra la OR para la coinfeccion por VIH y las diferentes especies de
Entamoeba; sin embargo, no se encontrd asociacién entre las diferentes especies y la

infeccion por VIH.

En cambio, la infeccion por E. dispar se asocié con el género, siendo mas frecuente en
la mujer, 91,1% (41/45) en el grupo de participantes VIH positivo (p=0,015). La
proporcién de E. dispar fue mas frecuente y significativa en los dos grupos (p=0,001 en
VIH negativos y p<0,001 en VIH positivos).

Tabla RE-6. OR emparejado VIH+ y Entamoeba spp. Referencia VIH negativo. R. Continental.

PARASITO OR 1C95% %
E. dispar 1,157 0,350-3,830 53,6
E. moshkovskii 0,540 0,216-1,353 35,0
E. histolytica 0,455 0,105-1,966 31,3

7.2.5 ldentificacién de especies por PCR en muestras procedentes de

participantes seleccionados al azar

La proporcion de la amplificacion positiva de Entamoeba spp. por PCR fue del 55,0%
(11/20). En este caso, las especies identificadas corresponden a E. dispar en un 40,0%
(8/20), E. moshkovskii en un 5,0% (1/20) y E. dispar/ E. moshkovskii en un 5,0% (1/20).
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La proporcion de la infeccion por E. dispar detectada fue mayor y estadisticamente

significativa frente a las otras especies (p<0,001).

La localizacién de las especies de Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii detectadas

en la Region Continental se muestran en las Figuras RE-8.
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7.3 Comparacion de los resultados encontrados en las dos

regiones

La proporcion de amplificacion positiva de Entamoeba spp. por PCR en Bioko en los
dos grupos de participantes (98,2% en los VIH positivos y 100% en los VIH negativos)
ha sido similar a la encontrada en el Continente (95,0% en los VIH positivos y 100% en

los VIH negativos).

El porcentaje de infectados por E. histolytica fue mayor en la Isla que en el Continente
en los dos grupos de participantes. En el grupo de VIH positivo hubo asociacion entre
las dos regiones, siendo mayor la infeccidn en los participantes VIH positivo de Bioko
[18,8% (21/112), p=0,021, OR= 2,7 (1,1-6,3)] respecto a los del Continente 7,9%
(8/101)

7.4 Secuenciacion de los productos de amplificacion de

Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii

Para comprobar las amplificaciones obtenidas, se procedio a la secuenciacion de 2 de
los fragmentos obtenidos para E. histolytica y 2 de los obtenidos para E. dispar.

En el caso de E. moshkovskii, considerando las escasas descripciones hechas de esta
especie Yy las dificultades que la técnica entrafia, cada una de las muestras fue sometida a
PCR por duplicado y todos los amplicones obtenidos fueron secuenciados por ambos
extremos. Las secuencias obtenidas mostraron una identidad que oscila entre el 95% y
el 100% cuando se compararon entre si y entre un 97,0% y 100% cuando se compararon
con la secuencia elegida como referencia, con nimero de registro en el GenBank
AF525285. Todas las secuencias diferentes resultantes del estudio fueron registradas en
el GenBank.
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7.5 Concordancia entre las técnicas utilizadas para el

diagnostico de Entamoeba spp.

El analisis de las técnicas utilizadas en este capitulo se ha realizado considerando todas
las muestras en su conjunto ya que de esta forma se aumenta considerablemente el

tamano muestral.

Partimos pues de 643 muestras analizadas por Inmunocromatografia rapida con un test
triple, que incluye la deteccion de Entamoeba histolytica especificamente, mediante
visualizacion al microscopio y mediante PCR especifica para cada una de las tres
especies que se encuentran mas habitualmente en el hombre: E. histolytica, E. dispar y

E. moshkovskii.

7.5.1 Las frecuencias positivas encontradas en cada caso fueron las

siguientes:

Tabla RE-7. Resultados de las distintas técnicas realizadas y su desviacion tipica.

Muestras  Microscopia ICR PCR PCR PCR
E. histolytica E. dispar E. moshkovskii

Positivas 217 (33,7%) 41(6,4%) 40 (62%) 235 (36,5%) 112 (17,4%)

D. tipica 0,486 0,245 0,242 0,482 0,380

Si consideramos que los pacientes en los que se ha identificado Entamoeba spp. por
microscopia son 217, se puede observar que solamente un 18,4% de ellos esta infectado

por la especie patdgena E. histolytica.

Ademaés, se ha evaluado la técnica de inmunocromatografia rapida para el diagnostico
de Entamoeba histolytica (figura RE-9) y la de microscopia para Entamoeba spp.,

tomando como referencia la técnica de PCR especifica para las distintas especies.
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1: Negativa; 2: Giardia; 3: Entamoeba, 4: Cryptosporidium y 5: Giardia/ Entamoeba/ Cryptosporidium

Figura RE-9. Técnica de la inmunocromatografia rapida. Test triple.

Para ello, se ha calculado la sensibilidad, especificidad, el valor predictivo positivo
(VPP) y el valor predictivo negativo (VPN), asi como el nivel de concordancia e indice
Kappa entre las técnicas. Los resultados que se obtuvieron se muestran en la tabla RE-8
y RE-9; asi como en las figuras RE-10 y RE-11.

Tabla RE-8. Sensibilidad y especificidad de las técnicas. Técnica de referencia PCR.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Técnicas Sensibilidad  Especificidad VPP VPN K
Microscopia 86,8% 98,1% 96,8% 91,8% 0,861
ICR 15,0% 100% 100% 63,8% 0,169

K: indice Kappa
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Figura RE-10. Curva ROC de las técnicas de microscopia e ICR para PCR de Entamoeba spp.

La técnica microscopica tiene mayor sensibilidad para detectar Entamoeba spp. y la
técnica de ICR mayor especificidad. El area de diagndstico correcto para microscopia es
de 0,925 (0,900-0,950) vy significativa (p=0,013), mientras que la de ICR es de 0,575
(0,530-0,621) (Figura RE-10), aunque esta ultima técnica sea mas especifica, sobre

todo, para la Entamoeba histolytica, para el diagnostico global es significativamente
mejor la vision directa.

Tabla RE-9. Sensibilidad y especificidad de la técnica de ICR. PCR para E. histolytica.
Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

Técnica Sensibilidad Especificidad VPP VPN A (IC95%) K
ICR 32,5 95,4 30,7 95,8 91,6 (89,4-93,7) 0,275

A : Nivel de concordancia; K: indice Kappa.
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Figura RE-11. Curva ROC de las técnica de ICR para PCR de E. histolytica.

Si nos referimos solo a E. histolytica, se aprecia un aumento de la sensibilidad para la
técnica de ICR (Tabla RE-9) asi como un aumento del area de diagndstico correcto que
alcanza el valor de 0,639 (0,537-0,742) (Figura RE-11).

Al analizar con detalle los datos obtenidos se observan algunas discrepancias. Catorce
muestras presentan ICR positiva, pero no se observan quistes al microscopio. De ellas, 5
dan PCR positiva para E. histolytica, otras 5 son positivas para E. dispar, otra es
positiva para E. moshkovskii y 3 para la combinacién de E. dispar + E. moshkovskii.

En 217 muestras se observan quistes de Entamoeba spp. al microscopio, pero se obtiene
inmunocromatografia rapida negativa. De ellas, 25 son positivas para PCR especifica
para E. histolytica, y un total de 190 resultaron positivas para E. dispar, E. moshkovskii
0 ambas por técnicas de PCR especificas.

Un total de 27 muestras han dado PCR positiva para E. histolytica, con ICR negativa.
En dos de ellas, la visualizacion al microscopio también resulté negativa. Ademas, se

obtuvieron 28 falsos positivos con ICR positiva y PCR especifica para E. histolytica
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negativa. Todas ellas resultaron positivas para E. dispar, E. moshkovskii 0 una

combinacion de ambas.
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8. DISCUSION DE LA  CARACTERIZACION
MOLECULAR DE Entamoeba histolytica, dispar y

moshkovskKii

En el capitulo anterior se describia la alta proporcion de E.
histolytica/dispar/moshkovskii encontrada tanto en pacientes VIH positivos (43,1% en
Bioko y 37,0% en la Region Continental) como en los VIH negativos (42,0% en Bioko
y 40,0% en la Regidn Continental). Esta prevalencia es mucho mas alta que la hallada
en el Unico estudio realizado en el pais (9,8%), sobre deteccion de protozoos en
personas VIH positivas (Fuentes et al., 2007). En otros estudios realizados en el mundo,
las prevalencias de este parasito son variables. Asi, en Nigeria se ha descrito una
prevalencia del 9,2% en pacientes VIH positivos frente al 2,6% del grupo de
participantes VIH negativos (Sanyaolu et al., 2011). Otro estudio, realizado en otra
region del mismo pais, reporta una prevalencia del 21,0% y 15,6% respectivamente,
también para participantes VIH positivos y VIH negativos (Babatunde et al., 2010). En
la India se ha descrito una frecuencia del 7,0% en pacientes VIH positivos (Kulkarni et
al., 2009); en México fue el 2,9%, en pacientes VIH positivos (Moran et al., 2005),
mientras que en Tanzania la prevalencia de E. histolytica/dispar/moshkovskii resultd del
20,0%, también en pacientes VIH positivos (Beck et al., 2008). Se puede observar que
la proporcion de E. histolytica/dispar/moshkovskii en este trabajo, supera con creces las
halladas en los demas estudios. Concretamente, comparando con el estudio de Fuentes
et al. (2007), en Guinea Ecuatorial, las diferencias obtenidas son bastante Ilamativas.
Pero también ha habido diferencias en cuanto a la metodologia utilizada, ya que estos
autores utilizan métodos de ELISA, mientras que en este estudio se han tomado como
positivas aquellas que han resultado positivas por técnicas microscopicas o por ICR. No
obstante, es necesario recordar que la técnica de microscopia no diferencia E. histolytica
de E. dispar y de E. moshkovskii, cosa que si hace la ICR y la técnica de ELISA
utilizada por Fuentes et al. (2007). Ademas, atendiendo a estudios que valoran dichos
métodos (Gorii et al., 2012), para definir realmente la prevalencia y diferenciar las

especies resultantes es necesario acudir a métodos de PCR.

También es preciso tener en cuenta que en el trabajo de rutina del Laboratorio
Castroverde, la Unica técnica de diagndstico disponible es la microscopia de heces con
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lugol, por lo que cuando se detecta un caso positivo, el tratamiento se hace necesario.
Partiendo de la hip6tesis de que se va a encontrar coexistencia de al menos E. dispar y
E. histolytica, se plantea la diferenciacion de especies por técnicas moleculares. Las
técnicas disponibles en el Laboratorio de Parasitologia, de la Universidad de Zaragoza,
han permitido concretamente la diferenciacion de E. dispar, E. moshkovskii y E.

histolytica.

En las dos regiones estudiadas, una pequefia proporcion de las muestras han resultado
positivas por vision directa, pero negativas por ICR y al llevar a cabo la PCR han
resultado negativas. Se puede interpretar que alguna especie diferente a las que son

capaces de identificar los primers utilizados se encuentre presente.

La proporcion que suponen las diferentes especies en el total de las muestras positivas
para Entamoeba en la Isla y en el Continente presenta pequefias diferencias, ya que en el
Continente, la abundancia relativa de E. dispar respecto a las otras especies es superior
a la encontrada en la Isla, tanto en el grupo de participantes VIH positivos, como en el
de VIH negativos. La otra diferencia se encuentra en la prevalencia de E. histolytica,
siempre superior en los participantes VIH negativos respecto a los positivos, pero mas
de dos veces superior en el Continente que en la Isla. Este resultado esta de acuerdo con
lo encontrado por otros autores que reflejan en sus trabajos que E. dispar se encuentra
mas diseminada que las otras especies de Entamoeba (Ali et al., 2003; Samie et al.,
2006; Nazemalhosseini et al., 2010).

Al analizar la prevalencia de cada una de las especies obtenidas en las dos regiones
geograficas y en los dos grupos de poblacién estudiados, se observa que es muy similar
para E. dispar y E. moshkovskii, pero desciende considerablemente para E. histolytica
en los participantes VIH positivos de la Region Continental, respecto a la obtenida el
mismo tipo de participantes en la Isla. Esto puede ser resultado de la profilaxis que estos
pacientes reciben con antiprotozoarios, como metronidazol, o antihelminticos como
mebendazol y/o albendazol, en los controles rutinarios de seguimiento a las personas
VIH de la UREI de Bata, ya que estd demostrado que el tratamiento con albendazol en
pacientes VIH positivos reduce la carga de la infeccion por protozoos (Zulu et al.,
2002).
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Por otra parte, la prevalencia obtenida en este estudio para las diferentes especies varia
respecto a las descritas en estudios realizados en otros paises. Por ejemplo, en Tanzania,
se ha descrito una proporcién del 5,0% para E. dispar y del 13,0% para E. moshkovskii,
utilizando la técnica de PCR para su diferenciacion y del 4,0% para E. histolytica
aplicando la técnica de ELISA (Beck et al., 2008). En los hospitales del norte de
Sudafrica la prevalencia fue del 25,3% para E. dispar y del 18,8% para E. histolytica
(Samie et al., 2006). En Bangladesh, en un estudio realizado en nifios, la prevalencia
encontrada fue del 35,8% para E. dispar, del 21,1% para E. moshkovskii y del 15,6%
para E. histolytica (Ali et al., 2003). En la primera comunicacion de hallazgo de E.
moshkovskii en la India, se encontraron las siguientes proporciones: el 8,8% para E.
dispar, el 2,2% para E. moshkovskii y el 1,7% para E. histolytica (Parija & Khairnar,
2005). Las diferentes especies también se han encontrado en combinaciones, destacando

la alta proporcion detectada de E. dispar/moshkovskii.

La infeccion por E. dispar fue significativamente mayor que la de otras especies en las
dos regiones y grupos del estudio. En la Isla de Bioko, la proporcién fue menor (84,5%
en VIH positivo y 85,7% en VIH negativo) respecto al Continente (94,8% en VIH
positivo y 91,7% en VIH negativo), quedando la prevalencia total de la poblacion
estudiada en el 35,8% en la Isla 'y el 33,3% en el Continente. Esta elevada proporcion de
la infeccién justifica el que no se haya encontrado asociacion entre el parasito y la
coinfeccion por el VIH. Tampoco se encontr6 asociacion entre E. dispar y las diferentes
variables del estudio. Cuando se compara con otros trabajos, y como se ha comentado
ya anteriormente, se puede observar que en todos ellos, la infeccion por E. dispar es la
predominante (Ali et al., 2003; Samie et al., 2006; Nazemalhosseini et al., 2010).

La infeccion por E. histolytica fue mayor en la Isla que en el Continente, siendo la
diferencia estadisticamente significativa en el grupo de VIH positivo entre las dos
regiones. Ademas, esta prevalencia resulté mas baja que la encontrada en otros paises
(Ali et al., 2003; Samie et al., 2006), pero se encuentran en linea con los encontrados
por Fuentes et al. (2007) en Guinea Ecuatorial, Beck et al. (2008) en Tanzania y

Nazemalhosseini et al. (2010) en Iran.

En los participantes VIH positivo de Bioko, se encontré una relacion estadisticamente

significativa entre la infeccion por E. histolytica y otros sintomas (retortijones,
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aerofagia, dolor epigastrico...). También se encontré asociacion estadisticamente

significativa con las personas bajo tratamiento ARV.

En cambio, en el Continente, se encontrd6 asociacién entre la combinacién de E.

histolytica y E. dispar con diarrea en los participantes VIH positivos.

El estudio realizado en Sudéafrica mostro la asociacion entre E. histolytica, diarrea y
estado inmunoldgico (Samie et al., 2006). Sin embargo, otras investigaciones realizadas
con personas VIH positivas no demostraron asociacion entre las especies de Entamoeba
con sintomas gastrointestinales o diarrea, ni con estado inmunolégico, ni serologico
frente al VIH (Beck et al., 2008, Nazemalhosseini et al., 2010).

El hallazgo de E. moshkovskii en heces humanas es cada dia mayor, asi como su
prevalencia como reflejan los datos publicados de Tunez con el 7,4% (Ayed et al.,
2008); de Iran con el 3,45% (Nazemalhosseini et al., 2010) y de Australia con el 61,8%
(Fotedar et al., 2007).

La proporcion de la infeccidn por E. moshkovskii fue casi idéntica en las dos regiones y
entre los grupos de participantes en nuestro estudio. La Unica asociacion encontrada fue
entre la infeccion y otros sintomas en el grupo VIH negativo del Continente, lo que
puede llegar a poner en entredicho la teoria hasta ahora barajada de que E. dispar y E.
moshkovskii no son parasitos invasivos (Ali et al., 2003), o que tal vez E. moshkovskii
pudiera ser patdgena en humanos, como proponen Fotedar et al. (2007)

La prevalencia total de E. moshkovskii en los grupos de poblacion estudiados, es del
16,5% en la Isla de Bioko y del 15,0% en el Continente, siendo también siempre mas
alta en los participantes VIH negativos que en los VIH positivos. Estos resultados estan
en linea con la prevalencia encontrada en Tanzania (13,0%), mucho mas alta que la
encontrada en Tunez (7,4%) o en Iran (3,45%), y mucho mas baja que la encontrada en
Bangladesh (21,1%) o en Australia (61,8%). Las diferencias en estos datos, podrian
indicar que se trata de una ameba con una cierta especificidad geografica. También es
cierto que la alta prevalencia de la infeccion por E. moshkovskii en los lugares en que se
ha detectado, sugiere que tal vez los seres humanos son verdaderos hospedadores para
esta supuesta ameba de vida libre, y que no sea solo una infeccion transitoria en
humanos (Ali et al., 2003).
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Ademas, se encontro asociacion significativa entre la infeccion por E. histolytica y la
infeccion por E. dispar en participantes VIH positivos de Bioko, asi mismo, entre E.
histolytica y E. dispar y entre E. histolytica y E. moshkovskii en los participantes VIH

negativos del Continente.

Cuando se han comparado los resultados obtenidos para las personas VIH positivas y
VIH negativas que residian en la misma casa, se ha encontrado una asociacion
estadisticamente significativa entre la infeccion por E. histolytica con niveles
socioecondémicos bajos. Las personas VIH positivas de esta region, tienen mayor riesgo

de adquirir infecciones parasitarias por E. histolytica y E. dispar.

En cambio, en los participantes VIH positivos del Continente, la asociacion entre la
infeccion por E. dispar y el género fue significativa, siendo mayor en la mujer. En las
personas VIH negativas de esta region, la asociacion se dio entre E. moshkovskii y otros
sintomas como se demostraba en Bioko en participantes seronegativos; este grupo tiene

mayor riesgo de adquirir infecciones por E. histolytica y E. moshkovskii.

En este estudio no se ha encontrado relacion entre coinfeccion por VIH vy las distintas

especies de Entamoeba, como tampoco lo encontraron Beck et al. (2008).

Los métodos moleculares son la mejor herramienta para el diagnostico de las especies

de Entamoeba.

La aparicion de amplificaciones positivas para algunas especies en las muestras
negativas por microscopia e ICR, se puede interpretar considerando que tienen un
pequefio nimero de quistes de Entamoeba y/o se encuentran tan deteriorados que no son
detectables por microscopia y no alcanzan el umbral de deteccién de la ICR. Como dato
importante para la salud publica, en estas muestras se ha detectado una proporcion muy
pequefia de E. histolytica, lo que implica a su vez que son pocos los casos de infeccion

por esta ameba patogena los que se pierden.

Por otra parte, en este estudio se describe por primera vez el hallazgo de E. moshkovskii
en Guinea Ecuatorial, coexistiendo con E. dispar y E. histolytica en importantes
proporciones. Aunque algunos autores han comunicado que esta ameba podria ser
potencialmente patogena para el ser humano (Fotedar et al, 2008; Pritt & Clark, 2008),

los datos obtenidos muestran que no se puede relacionar la infeccion de E. moshkovskii
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con sintomas intestinales, sugiriendo que se trata de una ameba no patdgena. Tampoco
E. dispar o E. histolytica aparecen asociadas a sintomatologia, indicando que el
continuo contacto con los parasitos puede llevar a que los pacientes no desarrollen esta
sintomatologia. No resulta extrafio que la infeccion por E. moshkovskii aparezca en
combinacion con la de E. dispar o E. histolytica, ya que se identifica mayoritariamente
en pacientes con alto riesgo de adquisicion de amebiosis (condiciones sanitarias y
socioecondmicas deficientes, personas que viven en hacinamiento, malnutricion, etc.),
como han destacado otros autores (Stanley, 2003; Pritt & Clark, 2008)

Con objeto de intentar conocer las principales vias de transmision entre las dos mas
probables, que incluyen la transmision hidrica o el contacto persona-persona, junto con
las costumbres higiénicas y el consumo de alimentos contaminados, se analizaron, en
colaboracion con Alicia Garcia, otro miembro de nuestro grupo, mediante técnicas de
PCR, muestras de agua de varias fuentes: del Rio San Nicolas, del Rio Borabecho, del
Rio Cénsul, de la red publica y de un depdsito de agua que no era de consumo humano.
Dichos analisis permitieron detectar DNA de E. histolytica en el depésito de agua, en el
cual muchas personas se lavan las manos y E. moshkovskii en los Rios San Nicolés y
Borabecho. A partir de estos resultados se podria interpretar que E. moshkovskii, en
linea con su origen como ameba de vida libre, se puede encontrar contaminando las
aguas de algunos rios de frecuente acceso por parte de la poblacidn. E. histolytica y E.
dispar, podrian tener una via de transmision relacionada con el contacto interpersonal o
con el consumo de alimentos contaminados. No obstante para confirmar esta hipotesis,
sera necesario realizar estudios més estructurados de aguas y tomando muestras en
diferentes puntos de los rios. Ademas, la técnica de PCR utilizada, permite detectar
DNA de las diferentes especies de Entamoeba, pero el fragmento amplificado es muy
conservado y no contiene por lo tanto los polimorfismos necesarios para poder realizar
una genotipificacion y determinar si existe identidad entre los aislamientos que se

encuentran en el agua y los que se encuentran en los pacientes.

Respecto a las técnicas utilizadas, se obtuvo una sensibilidad muy baja de la técnica de
ICR frente a microscopia y PCR. La especificidad sin embargo, es muy alta cuando se
compara con ambos métodos. Los valores obtenidos para la concordancia estadistica y
el indice Kappa también reflejan que el test no se puede utilizar como técnica Unica para
el diagndstico de E. histolytica, sino que es preciso combinarlo con otros métodos. Los

resultados son algo peores a los obtenidos en trabajos de evaluacion en el laboratorio
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(Haque et al., 1995; Gofii et al., 2012), lo que se puede atribuir a que en el trabajo de
campo las condiciones de conservacion de los reactivos han podido no ser éptimas en
momentos puntuales, o bien a la interferencia de otros parasitos o de otras especies de
Entamoeba, como parece ser el caso de E. dispar, o al continuo contacto de los
participantes con el parasito que se pretende analizar. Sin embargo, lo que si queda
claro, después de la identificacion de especies, es que, dada la baja prevalencia de E.
histolytica respecto a la de Entamoeba spp. identificada por los medios disponibles en el
pais, seria preciso utilizar técnicas que pudieran llevar a cabo esta diferenciacion, si
fuera posible PCR, de esta forma se evitaria el tratamiento indiscriminado de los

pacientes, los efectos secundarios de éste y los costes que repercuten en la sanidad.
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9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES DE LA
CARACTERIZACION MOLECULAR DE Entamoeba

histolytica, dispar y moshkovskii

9.1 Conclusiones

- Esta investigacion constituye el primer estudio que se lleva a cabo en Guinea
Ecuatorial sobre la  distribucion de  especies de Entamoeba
histolytica/dispar/moshkovskii e incluye la primera descripcion de la E. moshkovskii

tanto en el pais como en la subregion del Africa Central.

- E. dispar fue la especie predominante en las dos regiones y grupos de la
investigacion. Este hecho podria justificar la falta de asociacion entre el parasito y la
coinfeccion por el VIH. Tampoco se encontré asociacion entre E. dispar y las

diferentes variables del estudio.

- E. histolytica fue la especie que resulté minoritaria, comparada con E. dispar y E.
moshkovskii, y se identific6 en mayor proporcion en participantes de la Isla de
Bioko (8,4%) que en la Region Continental (3,6%). En los participantes VIH
positivos de la Isla, la parasitacion por E. histolytica se asocié a sintomas
intestinales, mientras que en este mismo grupo de participantes en el Continente la
combinacion de la infeccion entre E. histolytica y E. dispar se ha asociado a la

diarrea.

- La alta prevalencia que muestra la infeccion por E. moshkovskii en los participantes
de esta investigacion (16,5% en la Isla e 15,0% en el continente) puede indicar, de
acuerdo con otros estudios realizados en el mundo, que los seres humanos pueden
ser verdaderos hospedadores para esta ameba inicialmente considerada como ameba
de vida libre. En los participantes VIH negativos de la Region Continental la

presencia de E. moshkovskii en las heces se asocio con sintomas intestinales.

- Los participantes VIH positivos de la Isla de Bioko presentan mayor probabilidad de
adquirir la infeccion por E. dispar y E. histolytica (55,6% y 55,4%) que los
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participantes VIH negativos, mientras que para los de la Region Continental la que

presenta mayor probabilidad es E. dispar (53,6%).

La evidencia de E. moshkovskii en humanos, sugiere la necesidad de cambiar la
nomenclatura de Entamoeba histolytica/dispar por una mas ampliada que contenga
esta especie: Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii, como lo recomiendan

algunos autores.

9.2 Recomendaciones

El diagnostico y los estudios epidemiolégicos de la infeccion por Entamoeba spp.,
deben incluir herramientas para la diferenciacion de las tres especies. De esta forma
se evitaria el tratamiento indiscriminado de los pacientes, los efectos secundarios de

éste y los costes que repercuten en la sanidad.

Es necesario continuar investigando para conocer la prevalencia de la infeccion por
E. moshkovskii en las regiones de Africa y su posible patogenicidad, en especial en
las PVVIH.
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10. EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Cryptosporidium
spp. EN GUINEA ECUATORIAL

Para llevar a cabo la identificacion molecular de Cryptosporidium, se seleccionaron las
muestras que habian resultado positivas por técnicas de visualizacién microscépica tras
tincién acido alcohol resistente Ziehl-Neelsen modificada (ZNm) e ICR descritas en el
capitulo primero. De esta forma, 43 muestras fueron genotipadas por técnicas de
Biologia Molecular, 34 procedentes de participantes de la Isla de Bioko y 9 de la
Regién Continental. Ademés, como control de las técnicas utilizadas, se incluyeron 7
muestras seleccionadas al azar entre las que habian dado negativas por las técnicas antes
mencionadas, 5 de ellas de participantes procedentes de la Isla y 2 del Continente. De
las muestras positivas para ICR (34 en la Isla 'y 9 en la Region Continental), solamente

3, procedentes de la Isla, resultaron positivas por visualizacién al microscopio.

Dos fueron las técnicas de PCR aplicadas para la identificacion de Cryptosporidium, la
amplificacion de un fragmento del gen SSU-rRNA, que permite identificar la especie, y
la amplificacion de un fragmento del gen de la Glicoproteina GP60 de Cryptosporidium
gue permite su sub-genotipificacion (Figura RC-1). Las secuencias obtenidas han sido
registradas en el GenBank.

M 1 2 3 4 5 6 7 ]

800 pb —»

M: marcador; 1-4: muestras positivas al gen SSUrRNA; 5-8: muestras positivas al gen GP60.

Figura RC-1. PCR del gen SSU rRNA y PCR del gen GP60

De esta forma, se consiguio la amplificacion de 8 muestras para gen SSU-rRNA (4 de la
Isla 'y 4 del Continente) y 10 para gen gp60 (9 de la Isla y 1 del Continente). Todos los
fragmentos obtenidos para este ultimo gen, excepto uno, fueron secuenciados, y su

secuencia analizada. La especie a la que correspondio cada uno de los aislamientos se
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determin6 por RFLP con Sspl y Vspl de los amplicones del gen SSU-rRNA (Figura RC-
2).

En este altimo caso, para confirmar la especie, solo se sometieron a secuenciacion las
muestras cuando no se habia producido amplificacion del gen gp60 o en el caso de
especies no habituales en humanos. En total, se ha conseguido genotipar 14
aislamientos, lo que constituye un 32,6% de las muestras inicialmente consideradas

como positivas.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

450pb ¥ - — e <+ 501D
267pb —* ;

M: marcador; 1-6: C. hominis (Sspl); 7-12: C. hominis (Vspl).

Figura RC-2. RFLP con Sspl y Vspl de los amplicones del gen SSU-rRNA

10.1 Determinacion de especies de Cryptosporidium

Las especies identificadas se muestran en la tabla RC-1, haciendo referencia a su

procedencia.

Tabla RC-1. Distribucién de especies de Cryptosporidium segun su localizacion.

Isla de Bioko 9 (90,0%) 1 (10,0%) 0 0 10
R. Continental 2 (50,0%) 0 1 (25,0%) 1 (25,0%) 4
TOTAL 11 (78,6%0) 1(7,1%) 1(7,1%) 1(7,1%) 14

Si analizamos la distribucion de las especies encontradas en funcién de su coexistencia

con el VIH, los resultados que se obtienen se muestran en la Tabla RC-2.
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Tabla RC-2. Distribucidn de especies de Cryptosporidium y coinfeccién VIH.

VIH C. hominis C.parvum  C. hominis + C. parvum C.suis  TOTAL

VIH + 8 (72,7) 1(9,1) 1(9,1) 1(9,1) 11

VIH - 3 (100%) 0 0 0 3
TOTAL 11 (78,6%) 1(7,1%) 1(7,1%) 1(7,1%) 14

Combinando ambos factores, fueron 11 los pacientes VIH positivos infectados, 7 de
ellos procedentes de la Isla de Bioko (1 C. parvum y 6 con C. hominis), y los 4 restantes
de la Region Continental (2 con C. hominis, 1 con infeccion mixta por C. parvum+ C.
hominis y 1 con C. suis). Uno de estos pacientes correspondia a la Gnica muestra
procedente de los pacientes elegidos al azar que dio amplificacion positiva. Los tres
pacientes restantes eran VIH negativos, todos procedentes de la Isla de Bioko y todos

ellos infectados por C. hominis.

En la Isla de Bioko, el unico hallazgo de C. parvum en pacientes VIH positivos,
corresponde a un adulto; mujer; bajo TARV de primera linea; con una inmunosupresién
severa; con niveles de formacion académica, informacion higiénica, asi como nivel
socioecondmico bajos, y que residia en el cinturon urbano. No presentaba
sintomatologia, ni convivia con animales. Asi mismo, la infeccion por C. hominis, solo
se presentd en adultos (4 mujeres y 2 varones), con un nivel de formacién académica
baja y media; todos ellos vivian en la zona urbana o cinturén urbano. La mitad de los
participantes infectados presentaban diarrea. No se ha encontrado ninguna asociacion
entre la infeccion y las variables de estudio. Una de las muestras, identificadas por
RFLP como C. hominis, detectada en esta region en un paciente VIH negativo, no se
pudo secuenciar por la pequefia cantidad de DNA obtenido. Las dos restantes fueron
detectadas en un adulto varon y en una nifia. En ambos casos eran personas con un nivel
de formacion académica y de higiene bajos y todos ellos vivian en la zona urbana o

cinturén urbano.

En la Isla de Bioko, cuando se comparan los pacientes VIH positivos y negativos que
conviven con respecto a las especies de Cryptosporidium que se detectan, se observa
que la probabilidad de infeccion por C. hominis aumenta en un 59,3% en el grupo de
participantes VIH positivos; OR=1,455 (0,212-9,984).
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Si el mismo andlisis se realiza en la Region Continental, el Unico caso de C. parvum
aparece en combinacién con C. hominis en una mujer; con una inmunosupresion severa;
con niveles de formacion académica, informacion higiénica, asi como nivel
socioecondmico bajos, y que residia en el cinturon urbano de Bata. Presentaba diarrea y
convivia con gatos. Para la especie C. hominis, la infeccion solo se dio en una persona,
un varén con un nivel de formacién académica bajo; con una inmunosupresion

avanzada, presentaba diarrea y vivia en la zona rural.

El Unico caso de C. suis, descrito por primera vez en Guinea Ecuatorial correspondia a
una mujer de la Region Continental, con niveles de formacion académica y de higiene
bajos, con una inmunosupresion moderada, que aunque viviera habitualmente en la zona
urbana, frecuentaba y pasaba largas estancias en su pueblo donde era normal el contacto

con ganado porcino y caprino.

En esta Region, una de las muestras seleccionadas al azar dio amplificacion positiva,
confirmandose la infeccion por C. hominis. La paciente era una mujer, con niveles de
formacion académica, socioecondmica, asi como de informacion higiénica bajos, con
una inmunosupresion moderada, vivia en el cinturén urbano y con contacto de animales

(cerdos, cabras, perros, gatos y aves).

10.1.1 Asociaciones encontradas en las dos regiones

La infeccion por C. hominis se asocid a la diarrea en los participantes VIH positivos,
donde la proporcion fue mas frecuente en los que presentaban diarrea, el 62,5% (5/8),
respecto a los que no 12,5% (3/24), con p=0,005, OR= 11,6 (1,8-76,0).

10.1.2 Secuenciacion de los productos de amplificacion de

Cryptosporidium

El proceso de secuenciacion fue realizado con éxito en 13 de los amplicones obtenidos
(9 en Bioko y 4 en el Continente). Los 4 amplicones obtenidos como resultado de la
amplificacion del gen SSU-rRNA de la Region Continental fueron secuenciados para
confirmar las especies, y el resto de las secuencias correspondieron al fragmento

obtenido para el gen gp60.
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Subgenotipificacion molecular

La utilizacién de la técnica de PCR que amplifica el fragmento de la glicoproteina GP60
permitié la sub-genotipificacion de un total de 9 muestras: 7 C. hominis procedentes de
la Isla de Bioko y una de la Region continental. La muestra restante que dio
amplificacion positiva, proporciond una secuencia que no se pudo resolver por presentar
dobles picos, sugiriendo una infeccion mixta por varios subgenotipos de C. hominis.
También se pudo determinar el subgenotipo de una muestra de C. parvum procedente de

la Region Insular.

Haciendo uso de la nomenclatura descrita por Sulaiman et al. en 2005, se han
identificado los siguientes diferentes subtipos como lo refleja la tabla RC-3; tres de ellos
han sido encontrados y descritos previamente y 5 no.
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Tabla RC-3. Familia alélicas y subtipos de Cryptosporidium detectados en el estudio en relacion a los subtipos de referencia publicados en el GenBank.

. Familia _ N° de copias para® NC de . _
Especie . Subtipo ] Hospedador Origen Referencia
alélica aislados
A(TCA) | G(TCG) | T(TCT) | R(ACA)
R. Unido Jex et al., 2008
Ib IbA10G2R2 10 2 0 2 2 Humanos Malasia Lim etal, 2011:
Igbal et al., 2012
9 3 0 2 1 Humanos | Australia Jex et al., 2008;
Ib IbA9G3R2 R. Unido Pangasa et al., 2010
G. Ecuatorial/B
. Ib IbA9G2T1R2 9 2 1 2 1 Humanos G. Ecuatorial/B
=
g Ib IbA4G1T1 4 1 1 0 1 Humanos G. Ecuatorial/B
=
© Ib IbASG4 8 4 0 0 1 Humanos G. Ecuatorial/B Chalmers et al., 2007
le 1eA11G3T3R1 11 3 3 1 1 Humanos G. Ecuatorial/B
la 1aA18G3R1 18 3 0 1 1 Humanos G. Ecuatorial/C
e
g lla 11aA8G3 8 3 0 0 1 Humanos G. Ecuatorial/B
g
$)

a: N° de copias de copias de los codones codificantes para el aminoacido serina, localizados en el extremo 5’ de la secuencia. B: Bioko; C: Continente.
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11. DISCUSION DE LA EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR
DE Cryptosporidium spp.

La criptosporidiosis es causa frecuente de enfermedad diarreica en humanos y presenta
distribucion mundial. Histéricamente, profundizar en la epidemiologia de la infeccién
humana ha resultado dificil, debido a la existencia de multiples vias de transmision (de
persona a persona, de animal a persona, transmision hidrica, alimenticia y transmision
por via aérea), y a las dificultades para identificar las diferentes especies utilizando
métodos convencionales, tales como la morfologia de los ooquistes. En este sentido, la
aparicion de las técnicas moleculares ha promovido y tenido un impacto notable en el

estudio de la epidemiologia de la criptosporidiosis.

Las investigaciones realizadas utilizando técnicas moleculares, han demostrado que la
gran mayoria de los casos humanos son causados por C. hominis y C. parvum.
Curiosamente, se han constatado diferencias en la distribucion geogréfica y temporal,
presentaciones de la enfermedad y los factores de riesgo para la infeccion tanto para C.
hominis y C. parvum. Ademas, los analisis moleculares han puesto de manifiesto que
otras especies, incluyendo C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. suis y C. muris, pueden
infectar a los humanos y estar vinculadas a la enfermedad clinica, no so6lo en

inmunocomprometidos sino también en individuos inmunocompetentes (Caccio, 2005).

De un total de 43 muestras detectadas por ICR, solamente el 7,0% (3/43) resultd
positivo por tincion de ZNm, mientras que aplicando técnicas de PCR el 32,6% (14/43)
fueron positivas. Esto sugiere que es posible la presencia de falsos positivos en el
diagnostico de Cryptosporidium por ICR y de falsos negativos con la tincion de ZNm.
No obstante, hay que tener en cuenta que la técnica de microscopia con tincion ZNm no
se puede tomar como “Gold Standard”, puesto que por la técnica de PCR se ha
detectado un mayor namero de positivos. Es posible que un bajo nimero de ooquistes
en las heces haya dado lugar a que se produzcan falsos negativos por la técnica de
microscopia. Por otro lado, se ha descrito que puede haber cambios en la morfologia y
tincién de ooquistes en muestras conservadas en formol (Clavel et al., 1994), hecho que
puede haber ocurrido en este caso, ya que las muestras han estado en medio SAF antes
de realizar la tincion. También, menos de un 50,0% de las muestras positivas para ICR

del estudio, confirmaron ser positivas por técnicas de PCR. Las técnicas de PCR no se
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encuentran exentas de dificultades, ya que segin nuestra experiencia la obtencion de
falsos negativos es posible. Por otra parte, estudios previos de valoracion de este mismo
test de ICR (Goni et al., 2012), demuestran como dato mas significativo valores
predictivos positivos (VPP) del 69,5% con microscopia como técnica de referencia y del
60,8% cuando la referencia es la PCR. Esto indica una alta probabilidad de encontrar
falsos positivos, 1o que estaria en linea con los resultados encontrados en este trabajo.

Ademas, esta ampliamente demostrado que una de las causas que afectan a la
sensibilidad de la ICR, y que lleva a la obtencion de resultados discordantes entre las
distintas técnicas diagndsticas, es la variabilidad antigénica existente dentro del género
Cryptosporidium (Ungar, 1990; Llorente et al., 2002), que a su vez, pueden afectar la
viabilidad de los antigenos y su posterior reconocimiento por los anticuerpos
monoclonales, como puede ser la inadecuada conservacion de la muestra fecal durante
el almacenamiento y/o transporte, asi como la congelacion y descongelacion sucesivas
de la misma (Ungar, 1990; el-Shewy et al., 1994), lo que ha sucedido en nuestras

muestras debido al transporte desde Guinea Ecuatorial.

Una de las muestras que no fue positiva por ICR, ni por vision directa de ZNm, dio
positiva para PCR del gen SSUrRNA, demostrando la presencia con tan bajo nimero de
ooquistes que no sean detectables por los métodos tradicionales.

Las bajas condiciones higiénicas y sanitarias que se registran, especialmente en los
cinturones urbanos de Guinea Ecuatorial, asi como la falta de tratamiento de las aguas
de consumo, sugiere que los participantes que han presentado infeccién por
Cryptosporidium spp. segun la técnica de ICR, pueden haber sufrido exposiciones
previas al parasito, provocando en ellos procesos crénicos o latentes donde la
eliminacién de ooquistes puede llegar a fluctuar o faltar, aunque continten los antigenos
presentes en las muestras fecales, como fue observada en zonas endémicas (Newman et
al., 1993).

Después de la secuenciacién de los productos amplificados, se obtuvieron los siguientes
resultados. El 78,6% (11/14) correspondia a infeccion por C. hominis; este valor es
superior al encontrado en el Unico estudio realizado en el pais que ofrecia el 44,1%
(Blanco et al., 2009). El 7,1% (1/14) corresponde a la infeccidn por C. parvum; en esta
especie los valores han sido mas bajos que en el estudio de Blanco et al. (2009), donde
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aportan valores del 52,9%. El 7,1% corresponde a la infeccion mixta entre C. parvum y
C. hominis, y el 7,1% (1/14) a la infeccion por C. suis. Es la primera vez que, en Guinea
Ecuatorial se describe una infeccion mixta por C. parvum y C. hominis y la primera

descripcion en humanos de C. suis.

La utilizacién de la técnica de PCR que amplifica el fragmento de la glicoproteina GP60
permitié la sub-genotipificacion de 9 muestras (8 C. hominis procedentes de la Isla de

Bioko y una de la Regidn continental y 1 C. parvum procedente de la Region Insular).

Haciendo uso de la nomenclatura descrita por Sulaiman et al. en 2005, se han
identificado los siguientes diferentes subtipos, dos de ellos han sido encontrados y
descritos previamente: IbA10G2R2 en el Reino Unido y Malasia (Jex et al., 2008; Lim
et al., 2011; Igbal et al., 2012), descrito como el mas frecuente, estd ampliamente
distribuido en las poblaciones humanas y asociado a brotes transmitidos por el agua o
por alimentos contaminados (Jex & Gasser, 2010). El subtipo IbA9G3R2 en Australia y
en el Reino Unido (Jex et al., 2008; Pangasa et al., 2010) y el subtipo 1bA8G4
(Chalmers et al., 2007). Hay 5 diferentes subtipos no encontrados ni registrados

previamente.

En nuestro estudio la especie predominante ha sido C. hominis, como muestran algunos
estudios realizados en Africa en pacientes infectados por el VIH y en pacientes
inmunocompetentes en Tanzania (Houpt et al., 2005) y en Kenia (Gatei et al., 2006),

indicando que la transmision antropondtica juega un papel importante.

En este estudio se describe por primera vez C. suis en humanos en Guinea Ecuatorial,
que se encuentra relacionado con el contacto con ganado porcino por parte del paciente.
La criptosporidiosis humana causada por especies zoondticas diferentes a C. parvum,
como es el caso de C. suis, ha sido detectada tanto en personas VIH positivas (Cama et
al., 2007) como en VIH negativas (Leoni et al., 2006); y se ha asociado al contacto con
animales (Llorente et al., 2005; Chalmers et al., 2009; Cieloszyk et al., 2012); aunque
algunos autores indican que se han de considerar otras vias de transmisién y que para
ello es necesaria la aplicacion de técnicas de biologia molecular en el estudio de las
posibles fuentes de infeccidn (animales, agua, alimentos y humanos) para determinar la
dindmica de transmision de estas especies a humanos (Cama et al., 2006; Morse et al.,
2007; Robinson et al., 2008).
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Todos los casos de C. hominis, asi como el Unico caso de infeccion mixta entre C.
hominis y C. parvum encontrados en participantes VIH positivos estaban asociados a
diarrea; la asociacion se dio entre la infeccion por C. hominis y diarrea en los
participantes seropositivos, de acuerdo con lo que muestran otros estudios (Cama et al.,
2007).

Cuando se comparan las personas que conviven, encontramos que las personas VIH
positivas tienen mayor riesgo de adquirir infeccion por Cryptosporidium spp. que las
VIH negativas, especialmente en aquellas zonas donde las condiciones higiénicas,
sanitarias y socioecondmicas son limitadas (Mor & Tzipori, 2008), como lo muestra
nuestro estudio, donde el 84,6% (11/13) de los casos caracterizados correspondian a
participantes VIH positivos y aumenta en ellos la posibilidad de infectarse por C.

hominis.
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12. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES DE LA

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE Cryptosporidium spp.

12.1 Conclusiones

Tres han sido las especies de Cryptosporidium identificadas en Guinea Ecuatorial:
C. hominis como especie mayoritaria (78,6%), indicando la importancia de la
transmision antroponética, C. parvum (7,1%), y C. suis, que se detecta en una
participante VIH positivo de 39 afios de edad, residente en la zona urbana de la
Region Continental, que tenia contacto esporadico con ganado porcino, lo que

indicala existencia de transmisién zoondtica.

La mayoria de las personas con criptosporidiosis tenian niveles bajos de
informacion higiénica, aungue no se haya encontrado asociacion estadisticamente

significativa.

Los participantes VIH positivos presentaron una mayor probabilidad de adquirir

parasitosis por C. hominis.
Lainfeccién por C. hominis se asocié con diarrea en los participantes VIH positivos.

Se han identificado por primera vez ocho subtipos de Cryptosporidium en Guinea
Ecuatorial, tres de ellos (IbA10G2R2, IbA9G3R2 y IbA8G4,) han sido encontrados
y descritos previamente en otros paises y los otros cinco (IbA9G2T1R2, IbA4G1T1,
IeA11G3T3R1, 1aA18G3R1 y 11aA8G3) se describen por primera vez. Ninguno de
los subtipos aparece como claramente predominante, |0 que demuestra que existe
unagran diversidad de subtipos diseminandose entre la poblacién.

12.2 Recomendaciones

Seran de gran importancia las medidas que se lleven a cabo para prevenir estas

parasitosis en la poblacion, sobre todo, en las personas que viven con € VIH. Algunas

sugerencias son:

Llevar a cabo el tratamiento del agua de consumo filtrandola e hirviéndol a después.
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- En las UREIs y CTAs, intentar no retrasar € inicio del TARV en los que lo
necesitan para restaurar 10s linfocitos CD4+, ya que permite la recuperacion clinica

o laerradicacion de esta parasitosis.

- Llevar a cabo medidas de saneamiento ambiental, educacion para la salud de la

poblacion y un sistema adecuado de tratamiento de las aguas a nivel nacional.
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13. GENOTIPIFICACION DE Giardia duodenalis POR
TECNICAS MOLECULARES

Para llevar a cabo la identificacion molecular de Giardia duodenalis, se seleccionaron
las muestras que habian resultado positivas por técnicas de visualizacion microscépica e
ICR en el capitulo 4. De esta forma 68 muestras, correspondientes a 68 pacientes,
fueron seleccionadas para su estudio por técnicas de Biologia Molecular, 44 procedian
de la Isla de Bioko y 24 de la Region Continental. Ademas, como control de las técnicas
utilizadas, se incluyeron 6 muestras seleccionadas al azar entre las que habian dado
negativas con las técnicas antes mencionadas, 4 de ellas de participantes procedentes de
la Isla y 2 del Continente. De las 68 muestras, 27 fueron positivas por microscopia y 19

por ICR, siendo positivas 22 muestras por ambas técnicas.

Tres fueron las técnicas de PCR aplicadas para la identificacion de estas muestras, la
amplificacion de un fragmento del gen tpi que permite diferenciar el genotipo A y el
genotipo B y que proporciona bandas de 550 y 140 pb respectivamente, que en adelante
denominaremos fragmento corto, la amplificacion de un fragmento de 530 pb del gen
tpi (fragmento largo) y, finalmente, la amplificacion del gen g-giardina. Las secuencias
obtenidas de las dos ultimas técnicas de amplificacion de genes, han sido registradas en
el GenBank.

En las muestras procedentes de la Isla de Bioko se consigui6 la amplificacion positiva
por PCR del 90,9% (40/44) de las muestras positivas para Giardia duodenalis. De ellas,
el 52,5% (21/40) lo fue para el fragmento corto del gen tpi, el 5,0% (2/40) para el
fragmento largo de este gen, el 5,0% (2/40) para el gen de la g-giardina, el 17,5% (7/40)
para los genes tpi/f-giardina, el 15,0% (6/40) para la combinacion de los primers que
amplifican el fragmento corto del gen tpi/fragmento largo del mismo, el 2,5% (1/40)
para el gen p-giardina/fragmento largo del gen tpi y el 2,5% (1/40) para los tres genes
amplificados p-giardina/tpi fragmentos corto y largo. De las dos muestras positivas por
PCR, del grupo elegido al azar, fueron positivas para el fragmento del gen tpi (Tabla
RG-1y Figura RG-1).
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Tabla RG-1. Distribucion de la amplificacion positiva de los genes segun su localizacion.

. . ' . tpi  Tpilargo/ tpi
Procedencia (cg?tlo) (53%) : b) iaf dina i?%ﬁna corto/ p- corto/largo/ TOTAL
2 g g largo  giardina  p-giardina
Isla de Bioko 23 2 2 7 6 1 1 42
R. Continental 13 0 2 6 0 0 1 22
TOTAL 36 2 4 13 6 1 2 64

En la Region Continental se consiguio la amplificacion positiva por PCR del 87,5%
(21/24) de las muestras positivas para Giardia duodenalis. De ellas, el 61,9% (13/21)
fue para el fragmento del gen tpi, el 4,8% (1/21) para el gen de la s-giardina, el 28,6%
(6/21) para los genes tpi/f-giardina y el 4,8% (1/21) para los tres genes amplificados /-
giardina/tpi fragmento corto/largo. La muestras positivas por PCR, del grupo elegido al

azar, fue positiva para el fragmento del gen de la g-giardina. (Figura RG-1).

M 1 2 3 4 5

753 pb —»

M: marcador; 1-5: amplificacion positiva para el gen g-giardina

Figura RG-1. Segunda PCR del gen g-giardina

<+— 530 pb

M: marcador; 1-4: amplificacion positiva para el fragmento largo del gen tpi
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Figura RG-2. Segunda PCR del fragmento 530 pb

13.1 Identificacion de genotipos de Giardia duodenalis

Los genotipos identificados se muestran en la tabla RG-2, haciendo referencia a su
procedencia.

Tabla RG-2. Distribucion de genotipos de Giardia segun su localizacién.

Procedencia Genotipo A Genotipo B Genotipo A + GenotipoB TOTAL

Isla de Bioko 1(2,4%) 40 (95,2%) 1(2,4%) 42
R. Continental 1 (4,5%) 20 (90,9%) 1 (4,5%) 22
TOTAL 2 (3,1%) 60 (93,8%) 2 (3,1%) 64

Si analizamos la distribucion de las especies encontradas en funcién de su coexistencia

con el VIH, los resultados encontrados se muestran en la Tabla RG-3.

Tabla RG-3. Distribucion de genotipos de Giardia y coinfeccion con VIH.

VIH Genotipo A Genotipo B Genotipo A + GenotipoB  TOTAL
VIH + 1 (2,3%) 41 (95,3%) 1(2,3%) 43
VIH - 1 (4,8%) 19 (90,5%) 1 (4,8%) 21

TOTAL 2 (3,1%) 60 (93,8%) 2 (3,1%) 64

Combinando ambos factores, fueron 43 los pacientes VIH positivos infectados, 29 de
ellos procedentes de la Isla de Bioko (28 Giardia duodenalis genotipo B y 1 con la
combinacion del genotipo By A) y 14 de la Region Continental (13 Giardia duodenalis
genotipo B y 1 del genotipo A). Dos muestras procedian del grupo seleccionado al azar

y dieron amplificacion positiva de PCR para Giardia del genotipo B.

Del grupo de participantes VIH negativos, 21 estaban infectados por Giardia, 13 de la
Isla de Bioko (12 Giardia duodenalis genotipo B y 1 del genotipo A) y 8 del Continente

(7 Giardia duodenalis genotipo B y 1 con la combinacion de los genotipos B y A). Una
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de las muestras, con una infeccion por el genotipo B, procedia del grupo seleccionado al
azar en la Isla de Bioko.

13.2 Determinacion de asociaciones entre los genotipo de

Giardia duodenalis v las variables del estudio

En la Isla de Bioko, de todas las muestras procesadas por ICR y/o vision directa, el
90,9% (40/44) dieron amplificacion positiva por PCR. EI 95,0% (38/40) al genotipo B,
el 2,5% (1/40) al genotipo Ay el 2,5% (1/40) fue una combinacién de los genotipos A y
B, como muestra la tabla RG-2.

Los genotipos de Giardia duodenalis identificados se han relacionado con el nivel de
informacién higiénica (p=0,032), encontrandose un porcentaje mayor de infeccion en
los participantes con niveles bajos de informacidn higiénica [30 (75,0%)], frente a los
de un nivel medio [7 (17,5%)] y alto [3 (7,5%)].

En el Continente, de todas las muestras procesadas por ICR y/o vision directa, el 87,5%
(21/24) dieron amplificacion positiva por PCR. Los genotipos encontrados fueron el
90,5% (19/21) genotipo B; el 4,8% (1/21) genotipo A y el 4,8% (1/21) correspondieron
a la combinacidn de los genotipos A y B, como muestra la tabla RG-2.

13.2.1 Resultados de los participantes VIH positivos

Considerando los participantes VIH positivos de Bioko, la amplificacion positiva por
PCR de Giardia duodenalis fue del 87,5% (28/32), con un 1C95% (71,0-96,5). La
distribucion de genotipos identificados ha sido: el 96,4% (27/28) de la parasitosis por
Giardia duodenalis fue debida a parasitos del genotipo B, ademas de un caso
correspondiente a la infeccion por la combinacién de genotipos A y B, que se ha dado
en una mujer adulta, bajo TARV, que presentaba una inmunosupresion severa y que

vivia en el cinturdn urbano de Malabo.

La infeccion por genotipo B, se asocid con el nivel de informacion higiénica (p=0,047);
siendo més frecuente en los participantes con un nivel bajo de informacion higiénica [21
(75,0%)], frente al del nivel medio [5 (17,9%)] y el alto [2 (7,1%)].
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En los participantes VIH positivos del Continente, se obtuvo amplificacion positiva de
alguno de los genes de Giardia duodenalis en el 92,9% (13/14), con un 1C95% (66,1-
99,8). Los genotipos identificados se distribuyen de la siguiente manera: el 92,3%
(12/13) de la parasitosis por Giardia duodenalis genotipo B y solo un caso por Giardia
genotipo A, identificado en un varén adulto, bajo TARV, que presentaba una
inmunosupresién severa, con sintomas intestinales inespecificos y que vivia en la zona

rural de la Region Continental.

13.2.2 Resultados de los participantes VIH negativos

En los participantes VIH negativos de Bioko, la amplificacion positiva por PCR de
Giardia duodenalis fue del 100% (12/12) de las muestras previamente diagnosticadas
por microscopia o ICR. En cuanto a los genotipos encontrados, el 91,7% (11/12) de los
casos pertenecio al genotipo B y solo uno al genotipo A, que se dio en un participante
de 15 afios, que presentaba diarrea, con un nivel de informacion higiénica baja y vivia
en el cinturon urbano de Malabo. No se encontrd ninguna asociacion entre los genotipos

encontrados y las variables del estudio en este grupo.

En los participantes VIH negativos del Continente, la amplificacion positiva por PCR
de Giardia duodenalis fue del 80,0% (8/10) de los casos previamente diagnosticados
por microscopia o ICR. En cuanto a genotipos identificados, el 87,5% (7/8) pertenecian
al genotipo B y un caso a la combinacion del genotipo A y B que se ha dado en un
varon, adulto, con niveles bajos de informacién higiénica y formacién académica
primaria que vivia en la zona urbana de Bata. Se ha encontrado una asociacion entre la
infeccion de Giardia duodenalis genotipo B y género (p=0,05), siendo maés frecuente la

infeccion en los varones [75,0% (6/8)] respecto a las mujeres [25,0% (2/8)].

13.2.3 Resultado de las muestras recogidas al azar

De las cuatro muestras seleccionadas al azar, que no presentaban Giardia duodenalis ni
por ICR, ni por vision directa en Bioko, el 50,0% (2/4) dieron amplificacion positiva
por alguna de las técnicas llevadas a cabo de PCR. De las dos muestras positivas para el
genotipo B, una pertenecia a una mujer embarazada, que presentaba otros sintomas

intestinales, VIH positiva, bajo TARV, con una inmunosupresion avanzada y con un
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nivel bajo de informacion higiénica; la otra pertenecia a un nifio de 9 afios. Ambas

procedian del cinturén urbano de Malabo.

De las dos muestras seleccionadas al azar que no presentaban Giardia duodenalis ni por
ICR ni por vision directa del Continente, el 50,0% (1/2) dieron amplificacion positiva
por alguna de las técnicas llevadas a cabo de PCR. La infeccion positiva fue para el
genotipo B y se dio en una mujer adulta, que presentaba diarrea y otros sintomas
intestinales, VIH positiva, inmunocompetente, con un nivel de informacién higiénica

baja y vivia en el cinturén urbano de la ciudad de Bata.

13.2.4 Comparacion entre los participantes VIH positivos y VIH

negativos

Cuando se comparan los pacientes VIH positivos y negativos que conviven entre ellos,
con respecto a los genotipos de Giardia duodenalis, la probabilidad de infeccidn por
Giardia duodenalis genotipo B aumenta en un 47,6%, OR=0,909 (0,07-11,19) y del
genotipo A en un 34,4%, OR=0,524 (0,03-9,2) en el grupo de participantes VIH
negativos. En la Isla de Bioko se encontrd asociacion entre genotipo B y el nivel de

formacion académica primaria y/o nula (p= 0,049).

En el Continente la probabilidad de infeccion por Giardia duodenalis genotipo B
aumenta en un 68,0%, OR=2,12 (1,28-3,52) en los participantes VIH-positivos y del
genotipo A disminuye en un 33,3%, OR=0,50 (0,32-0,794).

No se encontrd asociacion entre los diferentes genotipos de Giardia y la infeccion por el
VIH.

13.3 Concordancia entre las técnicas de ICR con o sin Visidon

directa

El analisis de las técnicas utilizadas en este capitulo se ha realizado considerando todas
las muestras en su conjunto, ya que de esta forma se aumenta considerablemente el

tamano muestral.
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Partimos pues de 643 muestras, analizadas por inmunocromatografia rapida,

visualizacion microscopica y PCR especifica para los genotipos A y B.

Las frecuencias obtenidas para las diferentes técnicas se muestran en la tabla RG-4

Tabla RG-4. Resultados de las distintas técnicas realizadas y su desviacion tipica.

Muestras  Microscopia ICR Gen tpi Gen tpi largo  gen g-giardina
Positivas 49 (7,6%)  41(6,4%) 57 (8,9%) 11(1,7%) 20 (3,1%)
D. tipica 0,266 0,245 0,284 0,130 0,174

En 49 pacientes se identifico Giardia duodenalis por microscopia. De ellos el 6,1%
(3/49) presentaban el genotipo Ay el 87,8% (43/49) el genotipo B.

De los 41 participantes positivos por la técnica de inmunocromatografia rapida para el
diagndstico de Giardia el 9,8 (4/41) estaba infectado por el genotipo A y el 82,9%
(34/41) por el genotipo B.

El &rea bajo la curva ROC de diagndstico correcto para microscopia es de 0,839 (0,777-
0,909) vy significativa (p=0,035), mientras que la de ICR es de 0,777 (0,700-0,854) y
significativa (p=0,039). Como se puede observar los IC de ambas areas coinciden en
parte por lo que puede afirmarse que la diferencia entre ambas no es estadisticamente

significativa (Figura RG-3).
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Figura RG-3. Curva ROC de las técnicas de microscopia e ICR para PCR de Giardia spp.

El coeficiente de Kappa para la concordancia entre las técnicas de vision directa e ICR
fue de 0,451, mientras que para vision directa y PCR fue de 0,758 y entre ICR y PCR de
0,659.

13.4 Secuenciacion de los productos de amplificacion de

Giardia spp.

De los 3 amplicones obtenidos para el gen tpi pertenecientes al genotipo A (secuencia
corta), solamente uno dio una secuencia sin dobles picos, de 550 pb, que mostré un 99%
de homologia con las secuencias del mismo genotipo, como la registrada bajo el nimero
de acceso EF688021.2, comparada con la cual presenta 4 SNPs (sustituciones
nucleotidicas puntuales). La proteina resultante presenta una identidad méaxima del 97%
con la proteina registrada como ABW37946.2. Las diferencias se traducen en los

siguientes cambios de aminoacidos: Prolina a Alanina en las posiciones 166 y 224;
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Isoleucina a Metionina en la posicion 226 y de Metionina a Lisina en la 241, posiciones

siempre referidas a la secuencia de referencia antes mencionada.

Las otras dos secuencias presentaron dobles picos cuando se analiza este fragmento.

Cuando se lleva a cabo la técnica descrita por Sulaiman que amplifica un fragmento de
530 pb, se obtiene amplificacion positiva para 2 muestras que contienen Giardia
genotipo A, una de ellas descrita por la técnica anterior como genotipo mixto A + B.
Ambas muestras presentan una homologia del 100% con la secuencia de referencia

antes mencionada.

La PCR para p-giardina solamente ha dado amplificacién positiva para una muestra
genotipo A y presentd un 100% de homologia con otras secuencias registradas en el

GenBank, entre las que se encuentra la registrada con numero HM165227.1.

En las muestras genotipo B, se consiguio la secuenciacion del fragmento corto para 20
muestras, con presencia de dobles picos en el cromatograma de 14 de ellas. Para la
técnica que amplifica un fragmento de 530 pb del gen tpi, se obtuvieron solamente dos
amplificaciones, que presentan un 99% de homologia con la secuencia de referencia

registrada en el GenBank con nimero JF918523.1.

Para el gen de la p-giardina se han obtenido 4 amplificaciones positivas de Giardia
correspondientes al genotipo B, que han dado homologias comprendidas entre el 99-
100% con las secuencias de referencia registradas en el GenBank nimeros JF918495.1,
DQ090522.1 y JQ303244.1.
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14. DISCUSION DE LA GENOTIPIFICACION DE Giardia
duodenalis POR TECNICAS MOLECULARES

Este es el primer estudio llevado a cabo en Guinea Ecuatorial sobre la prevalencia y la
distribucion de los diferentes genotipos de Giardia duodenalis.

Giardia duodenalis es un protozoo flagelado, patdgeno entérico, que afecta a una
amplia gama de hospedadores mamiferos, incluyendo seres humanos (Thompson RC et
al., 2000). También es el protozoo intestinal méas frecuente en los seres humanos en
todo el mundo (Thompson RC, 2004). La giardiosis es comin en los paises en
desarrollo, llegando a constituir una enfermedad endémica donde las infecciones estan
asociadas a la pobreza, a las condiciones sanitarias deficientes, a la calidad del agua y al
hacinamiento, pero también se encuentran con gran frecuencia en paises desarrollados
(Smith et al., 2006).

En Asia, Africa y América Latina hay unos 200 millones de personas con giardiosis
sintomatica (WHO, 1996).

Dos publicaciones anteriores, en que se estudia la prevalencia de las parasitosis
intestinales en Guinea Ecuatorial, realizados por Roche & Benito en 1999, y Fuentes et
al. en 2007, encuentran prevalencias de Giardia similares a las encontradas en nuestra
investigacion. Roche & Benito describen un 7,2% en la zona rural y 8,6% en Malabo
(Bioko), y Fuentes et al., hablan de un 9,8% considerando pacientes pertenecientes
tanto al territorio insular como al continental. En nuestro trabajo, la prevalencia en
Bioko resulta algo mas alta (14,2%), mientras que en la Regidn Continental es similar a
las citadas (9,8%), lo que se podria explicar por las mayores aglomeraciones de

personas en la Isla, asi como su condicidn de ecosistema cerrado.

Al aplicar técnicas moleculares, observamos que de las 68 muestras positivas por ICR
y/o por vision directa para Giardia duodenalis (44 en Bioko y 24 en el Continente) el
89,7% (61/68) dieron amplificacion positiva en alguna de las diferentes técnicas
utilizadas de PCR. La dificultad que estas tecnicas conllevan ha hecho recomendable la
utilizacion de varias de ellas, lo que ademas permite caracterizar genéticamente mucho

mejor los parésitos estudiados.
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Ademas, los aislamientos de Giardia duodenalis presentan una amplia diversidad
genética, aunque las cepas que afectan a los seres humanos se pueden agrupar en dos
principales genotipos (assemblages), que han sido nombrados como genotipos A y B
(Thompson RC et al., 2000). No obstante, en los ultimos afios, se ha descrito el hallazgo
en seres humanos de otros genotipos como el E, el C o el D, cuyos hospedadores
habituales son ganado, perros y gatos (Soliman et al., 2001; Foronda et al., 2008).

El genotipo A, se puede subclasificar en dos subgenotipos: cluster Al que se transmite
tanto entre hombres como en animales, mientras que el subgenotipo All se transmite
preferentemente entre hospedadores humanos (Monis et al., 1996; Thompson, 2000;
Thompson et al., 2000;).

El genotipo B de Giardia, ha sido encontrado tanto en el hombre como en animales,
aunque el ser humano es el principal reservorio de la infeccion y los animales

constituyen un reservorio menor (Thompson et al., 2000; Amar et al., 2002).

Cuando se analiza la distribucién de los genotipos de Giardia encontrados en la Isla de
Bioko, se observa que en las muestras de los participantes VIH positivos el 96,4%
pertenecen al genotipo B y el 3,6% a genotipos mixtos. La persona con la infeccion
mixta presentaba una inmunosupresion severa; en este grupo se ha encontrado
asociacion entre el genotipo B (p=0,047) y un nivel bajo de informacién higiénica. En
los participantes VIH negativos de la Isla, el porcentaje para el genotipo B fue del
91,7% vy el 8,3% del genotipo A. La persona infectada por el genotipo A padecia

diarrea.

En los participantes VIH positivos parasitados por Giardia de la Region Continental se
identificd el genotipo B en el 92,3% y el genotipo A en el 7,7%. Este ultimo caso se dio
en una persona que padecia de sintomatologia intestinal inespecifica. En el grupo de los
participantes VIH negativos la proporcion de la infeccion por el genotipo B fue del
87,5%, mientras que para el genotipo A fue del 12,5%. En los participantes VIH
negativos el genotipo B se asoci6 al género (p=0,05), siendo mayor en los varones, y el

genotipo A no presentd sintomas.

En este trabajo, el genotipo B ha aparecido como predominante, al igual que en otros
estudios realizados en el mundo. Amar et al. (2002) encontré un 64,0% de infeccién por

Giardia genotipo B, el 27% para el A y el 9% de infecciones mixtas; en el estudio
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realizado por Haque et al. (2005), el predominio fue igualmente para el genotipo B del
que encontrd 231 casos, frente a 20 del genotipo A y 16 de infecciones mixtas. En
Espafia el porcentaje para el genotipo B fue del 84,7% en Zaragoza y del 95,1% en Leon
(Goiii et al., 2010) y en Guatemala fue del 63,6%; un 20,5% para el All y el 15,9% para
All+B (Aldana et al., 2011). Es interesante observar que Foronda et al. (2008)
reportaron, en un estudio realizado en Egipto, un 80% de muestras pertenecientes al
genotipo B, un 15% de muestras humanas con genotipo E, que es considerado exclusivo
del ganado y un 5% de genotipo A, este hallazgo podria explicar el potencial zoonético
de Giardia.

Por otra parte, las manifestaciones clinicas de la giardiosis varian desde una infeccion
asintomatica a la diarrea cronica con malabsorcion. Los factores de riesgo de la
infeccion por Giardia no se conocen bien, pudiéndose atribuir el desconocimiento a la
variacion en la virulencia de las cepas de Giardia, a las diferencias en los factores
asociados al huésped como puede ser su respuesta inmune, o a la combinacion de ambos
factores (Thompson, 2000).

En nuestro estudio, todos los casos asintomaticos correspondieron al genotipo B y a
pacientes con genotipos mixtos. Los que presentaban sintomas intestinales, asi como
diarrea eran los infectados por el genotipo A. Hay autores que han encontrado una
relacion entre la infeccidn y la sintomatologia (Homan & Mank, 2001), asociando las
diarreas leves e intermitentes al genotipo A y las diarreas severas y persistentes al
genotipo B. Otros han encontrado una fuerte correlacion entre el genotipo A y la
infeccion sintomatica, y entre el genotipo B y la infeccion asintomética (Read et al.,
2002; Haque et al., 2005). En el estudio realizado por Sahagun et al. (2008) observaron
que el 50,9% de los pacientes que presentaban sintomatologia pertenecian al genotipo

All, y que dicha relacion era estadisticamente significativa.

Revisando las asociaciones entre los genotipos encontrados y los factores
sociodemogréaficos, la asociacion entre el genotipo B con niveles bajos de informacién
higiénica viene a justificar lo ya descrito por otros autores, cuando comentan que la
infeccion por Giardia esta asociada a condiciones sanitarias deficientes, a la calidad del
agua y al hacinamiento (Smith et al., 2006), y que su prevalencia esta relacionada con
los hébitos higiénicos de la poblacion (Ortiz et al., 2001). El analisis en paralelo por

otros miembros del grupo (Garcia et al., comunicacion personal) de muestras de agua
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correspondientes a los rios Borabecho y San Nicolas y tres muestras de agua de red o
pozo de la ciudad de Malabo, muestra la presencia de DNA de Giardia genotipo B en el
Rio San Nicolas y en las tres muestras de agua de red o pozo. Esto sugiere que la
transmision de Giardia a la poblacion puede estar ocurriendo por via hidrica. Esto
explica también el alto nivel de positivos encontrados por PCR en muestras negativas
por microscopia o ICR, que podrian ser debidas a una muy baja presencia de quistes 0 a
que estos se encuentren muy deteriorados haciendo que no sean detectados por

microscopia.

En el grupo de participantes VIH negativos de la Region Continental, se observd
asociacion significativa (p=0,05) entre la infeccion por Giardia genotipo B y género,
siendo mayor la infeccion en los varones. Se conoce que esta parasitosis se puede
transmitir por los alimentos produciendo brotes en restaurantes por vegetales
contaminados, por un manipulador infectado (Mintz et al., 1993), o por el hielo afiadido
a las bebidas. También es posible su transmision por las moscas (Rendtorff et al., 1954;
Doiz et al., 2000; Graczyk et al., 2003) después de que hayan estado en contacto con
heces humanas o de animales y posteriormente contaminan los alimentos. Esta
igualmente descrita la actividad sexual oro-anal como mecanismo de transmision de la
giardiosis (Meyer et al., 1979). Estos factores pueden colaborar en la justificacion sobre

la asociacion encontrada entre esta parasitosis y género en el contexto estudiado.

Las personas VIH positivas presentan mayor riesgo de adquirir la infeccion por Giardia
genotipo B que las personas VIH negativas en la Region Continental. Se sabe que las
personas mas susceptibles son los nifios, especialmente los menores de 10 afios, los
viajeros a zonas de alta endemicidad y los inmunodeprimidos, aunque la giardiosis en
los pacientes infectados con el virus de inmunodeficiencia humana no produce los

cuadros intensos que se observan en otros protozoos como Cryptosporidium.

Respecto a las técnicas utilizadas para el diagndstico de Giardia, los resultados
obtenidos demuestran que la técnica que mayor nimero de casos ha podido detectar es
la PCR, aunque la complejidad de esta técnica y el hecho de que se haya tenido que
utilizar la amplificacion de varios genes, hacen que resulte una técnica compleja, cara y
gue precisa de mas tiempo. La microscopia, siempre considerada como “gold standard”,
proporciona una buena sensibilidad, pero hay que considerar que los casos con bajo

numero de quistes, 0 en que estos se encuentren muy deteriorados, escapan a la
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deteccion. Finalmente, aunque con menor sensibilidad que las dos anteriores, la técnica
de ICR proporciona una buena concordancia con las dos técnicas anteriores para ser
considerada como técnica rapida y economica de cribaje o confirmacion, en la linea de

los trabajos realizados en la valoracién del test utilizado (Gofii et al, 2012).

El andlisis de las secuencias obtenidas ha mostrado la presencia de picos dobles en los
cromatogramas tanto de las secuencias correspondientes al genotipo A como al B,
sugiriendo la presencia de infecciones mixtas intragenotipo o la presencia de multiples
alelos correspondientes a un mismo aislamiento (Kosuwin et al., 2010). Esto ha
impedido que se pueda llevar a cabo un estudio multilocus puesto que solamente con

una de las muestras han amplificado varios genes.

Este es el primer estudio de genotipificacion de Giardia que se ha llevado a cabo en
Guinea Ecuatorial, por lo que representa una base y abre una via para posteriores

estudios.
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15. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES DE LA
GENOTIPIFICACION DE Giardia duodenalis POR
TECNICAS MOLECULARES

15.1 Conclusiones

Los genotipos de Giardia duodenalis identificados en este estudio corresponden a
los genotipos A (3,1%), B (93,8%) y a la combinacién A+B (3,1%), siendo el
genotipo B el aislado con mas frecuencia, independientemente del sexo, edad, lugar

de residencia o estado inmunologico.

- Se encontrd asociacion estadisticamente significativa entre la infeccion por Giardia
duodenalis genotipo B y el bajo nivel de informacién higiénica, asi como con el

género.

- Las personas VIH positivas de la Region Continental presentan un 68,0% mas de

riesgo de adquirir la infeccion por Giardia genotipo B que los VIH negativos.

- Las secuencias obtenidas sugieren la presencia de infecciones mixtas intragenotipo y
presentan homologias entre el 97-100% con las secuencias de referencia registradas

en el GenBank.

15.2 Recomendaciones

Este es el primer estudio de genotipificacion de Giardia que se ha llevado a cabo en
Guinea Ecuatorial, por lo que representa una base y abre un camino para posteriores
estudios, que nos lleven a poder identificar las posibles vias de su transmision en la
poblacion y poner en marcha medidas de salud publica para evitar su infeccion en la

poblacion, sobre todo, en los nifios y en las PVVIH.
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16. CONCLUSIONES GENERALES

16.1 Los parasitos intestinales que mas afectan a la poblacion guineo-ecuatoriana y que
aparecen como un gran problema de salud publica a nivel nacional son: Trichuris
trichiura, seguido de Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii, Ascaris
lumbricoides y Giardia duodenalis. Las zonas donde se registran mayor proporcion
de infecciones parasitarias intestinales son los cinturones urbanos, siendo el de

Malabo el mas afectado.

16.2 En la Isla de Bioko emerge la infeccidn por Schistosoma intercalatum/ guineensis,
nunca descrito como autdctono en esta region, en elevados niveles (11,0%). No
obstante, la observacion de las caracteristicas morfologicas de los huevos no
permite asegurar si la especie presente es S. intercalatum, S. guineensis, una mezcla

de ambas o un hibrido entre las dos especies o con S. haematobium.

16.3 Las altas proporciones detectadas de parasitos intestinales en los participantes VIH
positivos y VIH negativos, solo pueden explicarse por las influencias de factores
ambientales (hacinamiento, agua, alimentos, contacto con animales) y de higiene

personal deficientes.

16.4 E. histolytica fue la especie que resultd minoritaria, comparada con E. dispar y E.
moshkovskii, y se identifico en mayor proporcién en participantes de la Isla de

Bioko que en la Regién Continental.

16.5 La alta prevalencia que muestra la infeccion por E. moshkovskii en los
participantes de esta investigacion puede indicar, que los seres humanos pueden ser
verdaderos hospedadores para esta ameba inicialmente considerada como ameba de
vida libre. Este hecho sugiere la necesidad de cambiar la nomenclatura de
Entamoeba histolytica/dispar por una mas ampliada que contenga esta especie:
Entamoeba histolytica/dispar/moshkovskii, como recomiendan algunos autores.

16.6 Tres han sido las especies de Cryptosporidium identificadas en Guinea Ecuatorial:
C. hominis como especie mayoritaria, indicando la importancia de la transmisién
antropondtica, C. parvum, y C. suis. Ademas, y por primera vez, se han identificado
ocho subtipos de Cryptosporidium, tres de ellos (IbA10G2R2, IbA9G3R2 y

IbA8G4,) han sido encontrados y descritos previamente en otros paises, mientras
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que los otros cinco (IbA9G2T1R2, IbA4G1Tl, 1eA11G3T3R1, 1aA18G3R1 y

11aA8G3) se describen por primera vez.

16.7 Los genotipos de Giardia duodenalis identificados en este estudio corresponden a
los genotipos A, B y a la combinacion A+B, siendo el genotipo B el aislado con
més frecuencia, independientemente del sexo, edad, lugar de residencia o estado

inmunoldgico.

16.8 La probabilidad de parasitismo por Trichuris, uncinarias, C. hominis, E. dispar y
E. histolytica es mayor en las personas que viven con el VIH/SIDA. Ademas, la
probabilidad de adquirir la infeccion por E. dispar y E. histolytica es mayor en los
de laIslay la de E. dispar y Giardia genotipo B en los de la Region Continental.



Conclusiones Generales

Para terminar, esta investigacion constituye el estudio mas extenso realizado en Guinea
Ecuatorial sobre parasitos intestinales en la poblacion VIH-positiva, asi como el primer
estudio que se lleva a cabo en Guinea Ecuatorial sobre la distribucion de especies de E.
histolytica/dispar/moshkovskii y que incluye la primera descripcion de E. moshkovskii,
tanto en el pais como en la subregion del Africa Central. También se describen por
primera vez los genotipos circulantes de Giardia duodenalis y se realiza la primera

descripcion en humanos de Cryptosporidium suis en el pais.
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Anexo 1. Ministerio de Sanidad y Politica Social, Espafia
Publica y Sanidad Exterior.
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mucstras para of fin dectando, comprometiéndose o solicitante a la destruccion,
una vez lnulizade se ouso, de manera segura y confirme o fo dispuesto en la
lomslacion vigenle,
e esta Resoluoidn, que s traslada o iz persona solicilante, se da también

conocim ento g tos Scrvicios Periféricos del Acropuerio de Vitoria pare su
aplicacion.

Madrid 2 16 de Septiembre de 2010

L SUBDIRECTOR GENERAL DE SANIDAD EXTHRIOR, P A,
LA JEFE DE AREA DE CONTROL SANITARIO

Resgriiarie Neipp Lopes

P" DEL PHADO. m-28
28014 MADRIG
TEL: +34-01 536 2038440

sanied NG et FANX: +32-91 360 1343



Anexos

Anexo 2. BOE N° 286. ANEXO II.

BOLETIN OFICIAL DEL ESTADO

2l

m. 286

Viernes 27 de noviembre de 2009 Sec.|. Pag. 100516

ANEXO Il

Certificado sanitario para la importacién de muestras biolégicas y sustancias
infecciosas, para fines diagnésticos analiticos y de investigaciéon. Importacién
ocasional

Datos del envio:

Descripcién del producto . Heces de origen humano ...
N.° envases. 4, cajas conteniendo 350m  pPegoneto 27.KG . ... .ot n... ;
N.UN (1) 2014 . Riesgo subsidiario en caso de alteracién del envase: Si  No

Uso al que va destinado: .Investigacitn biomédica de. prevalencia y. genctipado de parasitos humanos

Origen del producto:

Nombre y direccion del remitente (persona fisica o juridica): .. .............. ... ...
Laboratorio de andlisis clinicos Castroverde. Plaza Mayor s/n Ela

Iég;ﬁér:n‘a‘. IR ¥ P M SR R S RPN R TR i RS T R AR R E A R
estino del producto:
El producto se envia
De: Laboratorio.Castroverde.. Malabo..Guinea. Ecuatorial...

Certificacion:
El abajo firmante, como responsable sanitario, certifica que

1. Elenvio se corresponde con los datos resefiados en este certificado.

2. El material ha sido acondicionado, conservado, envasado, embalado y etiquetado
siguiendo las normas establecidas para el transporte seguro de sustancias infecciosas
y especimenes de diagnéstico de la OMS (WHO/EMC/97.3) Regulaciones de la
Asociacion Internacional de Transporte Aéreo (IATA). Seccion 5 Embalajes. Formularios
n.°602 y n.° 650 y Seccion 3. 3.6.2. Divisién 6.2 Sustancias infecciosas.

3. Lainstitucion/laboratorio remitente cumple con las normas nacionales e internacionales
de bioseguridad.

4. En el caso de sustancias infecciosas, la empresa de transporte esta autorizada para
ello. :

Hecho en v. J N ! g V/\ é'?-q/ 2e07

(1) Numero internacional de
animal) ~ Pga 5o
(2) Debera cumplir las normas internacionales de transporte en todo caso.

id0es:Uridas que acredita el riesgo humano o animal (2014 humano, 2900

-

Ministerio de Sanidad y Politica Social.

Direccion General de Salud Publica y Sanidad Exterior.
Subdireccién General de Sanidad Exterior.

Paseo del Prado, 18-20. 28071 Madrid.
mbiologicas@msps.es

cve: BOE-A-2009-18902
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Anexo 3. MINSABS. Direccion General de Salud Publica y Planificacién Sanitaria.

e hha

REPUBLICA DE GUINEA ECUATORIAL
MINISTERIO DE SANIDAD Y BIENESTAR SOCIAL

Direccion General de Salud Piblica
Y Planificacion Sanitaria
*—-:1=

Nim,. &L= 03 /§78

8208 i imis sy
JAANO

El Director General de Salud Publica y Planificacion Sanitaria
Dr. Victor SIMA

CERTIFICA

Que, la Sefiora Margarita Roka Elobo envia desde Guinea
Ecuatorial a Zaragoza, mediante la compafiia DHL, muestras tra-
tadas de heces que no son infecciosas ni peligrosas y por lo tanto
no revisten ningun riesgo para la salud. Ademas, dicha muestra se-
ra destruidas después de realizar un estudio que cuenta con la
aprobacion de la OMS y el Ministerio de Sanidad de Guinea Ecua-
torial.

Malabo, 11 de Marzo de 2010.
POR UNA GUINEA MEJOR
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Anexo 4. Ficha de variables del estudio.

PROYECTO DE INVESTIGACION: “Caracterizacion de parasitos intestinales asociados a la infeccion por VIH en Guinea Ecuatorial”

FICHA DE LAS VARIABLES DEL ESTUDIO.
CODIGO DEL CENTRO:

Codigo Edad Sexo | Embarazada | Diarrea | Estrefiimiento Otros Resultado | TARV | Valor Nivel Nivel 1. Barrio/
(M/H) (Si/No) Si/No (Si/No) sintomas VIH Si/No | CD4+ | formacién | socioeconémico | higiénica | direccion
intestinales

Diagndstico microscopico:

Diagnostico molecular:

Tratamiento parasitario:

Control a los 15 dias:

FECHA: __ / / /
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Anexo 5. Consentimiento informado y firmado. Muestras.

4294
Consentimiento Informado

La muestra de hieces que se recoge servird para realizar un estudio de parasitos intestinales y
aralizar la influencia de estos parasitos en la calidad de vida de los pacientes con infeccién VIH.
La informacién recogida en este esiudio es confidencial, y en ningin momento se podrd
relacionar los datos recogidos con el participante en el estudio.

Para el anélisis copro-parasitolégico serd necesario recoger de una a tres muestras de heces de
cade participante en un contenedor estéril y de un solo uso.

He entendide ei objeto del presente estudio y accedo de forma voluntaria a participar.
{

Fdo. | ) dﬁtﬁ’?"-’fw_
/l
Fec haaloa_ﬁ./ MD§ y ﬂo
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Anexo 6. Consentimiento informado y firmado. Fotos.

Consentimiento Informado

La fotografia que se recoge servira para poner de relieve las condiciones ambientales que
favorecen la propagacion y transmision de algunas especies de parisitos intestinales. Esta
informacion forma parte del trabajo de investigacion que se esta llevando a cabo sobre
“caracterizacion de parasitos intestinales asociados a la infeccion por el VIH/SIDA™.

Las imagenes recogidas en este estudio son confidenciales, y en ninglin momento se podran
relacionar en el estudio los datos recogidos con el participante.

He entendido el objeto del presente estudio y accedo de forma voluntaria a participar.

Fdo.

Fecha: /¢ 1 04 | 78/L)
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Anexo 7. MINSABS. Direccion General de Coordinacién Multisectorial de lucha contra
el VIH/SIDA.

o T

REPUBLICA DE GUINEA ECUATORIAL
Ministerio de Sanidad y Bienestar Social
Direccién General de coordinacién

Multisectorial de lucha contra el IH/SIDA

Num. fl3- © O LA~ D

Ref.

Secc.

CREDENCIAL

Que se otorga a favor de Diia. Margarita ROKA
ELOBO, quien se traslada a las UREI'S de Malabo y
Bata para la recogida de los datos necesarios para la
realizacion de su Tesis Doctoral bajo el titulo
“Caracterizacion de los trabajos de parasitos asociados a la
infeccion por VIH/SIDA en Guinea Ecuatorial”

Se ruega a las Autoridades Civiles, Militares y a
quienes pudiera dirigirse la presten la ayuda y
colaboracién que fuese necesaria.

Malabo, 2 de Diciembre de 2009
POR UNA GUINEA MEJOR
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Anexo 8. MINSABS. Secretario General.

REPUBLICA DE GUINEA ECUATORIAL
MINISTERIO DE SANIDAD Y BIENESTAR SOCIAL

EL SECRETARIO GENERAL
NUM 8 e
)
B ciicinsiici
SECC

Debidamente autorizado por el Titular del
Departamento, urge que por esa Direccién Técnica se
acuerde las facilidades necesarias a Dofia Margarita Roka
Elobo, para la recogida de los datos que necesita de la
Unidad de Referencia de Enfermedades infecciosas
(UREI) del Hospital Regional de Malabo para la
realizacién de los trabajos de su Tesis Doctoral bajo el
titulo “Caracterizacion de los trabajos de parasitos
asociados a la infeccién por VIH en Guinea Ecuatorial” =

Malabo, 02 de diciembre de 2009
POR UNA GUINEA MEJOR
EL SECRETARIO ERAL,

Sefior Director Técnico del Hospital Regional de Malabo.
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Anexo 9. MINSABS. Ministro de Estado.

REPUBLICA DE GUINEA ECUATORIAL
MINISTERIO DE SANIDAD Y BIENESTAR SOCIAL

EL MINISTRO DE ESTADO

Jo-664 - 15D

Malabo, 25 de marzo de 2010

Sefiora Dofia Margarita ROKA ELOBO,
Laboratorio Castro Verde,

Bario Ela Nguema.

CIUDAD.-

Estimada Seiiora:

De conformidad con su escrito presentado a este Ministerio de
Sanidad y Bienestar Social. Solicitando apoyo para la recogida de datos
necesarios en la Unidad de Referencia de Enfermedades Infecciosas
(UREY) de los Hospitales Regionales de Malabo y Bata, para la
realizacion de los trabajos de su Tesis Doctoral; bajo el titulo
“Caracterizacion de los Trabajos de Parasitos Asociados a la Infeccién
por VIH en Guinea Ecuatorial”.

Este Departamento Ministerial, considerando muy interesante el
proyecto, por el beneficiario que puede aportar a los pacientes en
general y al pueblo de Guinea Ecuatorial en particular, ha tenido a bien
admitir su peticién, autorizandola la recogida de datos que solicita.

Atentamenteyy

ROR UNA GUINEA MEJOR el
WNISTRO DE ESTADO, M“g
—————



Anexos

Anexo 10. OMS. EQG/MMB/09-566.

OFICINA DE LA REPRESENTACION DE LA OMS EN GUINEA ECUATORIAL
Tel.: (240) 09 3234 - 09 4445

In reply please refer: EQGIMMB109-566

Priére de rappeler la référence
PM/abe

Malabo, 29 de Octubre 2009

Estimada Margarita Roka:
Asunto:  ACUSE RECIBO

Cortésmente, nos dirigimos a usted acusando recibo de su atenta carta cursada a nuestra Oficina
de Representacion, en la fecha 27 de Julio 2009.

Atal efecto, la transmitimos nuestros atentos y sinceros saludos y ante todo la felicitamos por Ia
iniciativa de llevar a cabo este interesante proyecto que, sin lugar a dudas sera en beneficio de los
pacientes y del pueblo de Guinea Ecuatorial.

En respuesta a su carta de solicitud de apoyo de la Crganizacién Mundial de la Salud en Guinea
Ecuatorial, para la realizacion de su proyecto de investigacion: Caracterizacion de los parésitos
intestinales asociados a la infeccién por VIH en Guinea Ecuatorial; ésta Oficina, valora y cree muy
importante el desarrollo de un proyecto de tal envergadura, dando una respuesta nacional a la
problematica del VIH/SIDA y, permitiendo ademas integrar al manejo de los pacientes VIH/SIDA, los
resultados de su proyecto.

Por todo lo anterior explicado, la Organizacion Mundial de la Salud en Guinea Ecuatorial, ha
validado el protocolo de su proyecto de investigacion vy, lo apoyara en dos (2) aspectos:

I. Apoyo técnico, a través de la Dra. Angela Katherine Lao Seoane.

2. Apoyo financiero en los viajes de estudios que efectuara a la Ciudad de Bata. Para hacer
efectivo este procedimiento, usted debe presentar con una antelacion de dos (2) semanas antes de cada
viaje a Bata, la ficha teécnica, especificando los aspectos importantes del viaje, cronograma y
presupuesto

Sin otro particular, aprovechamos esta oportunidad para saludarla atentamente

Sefiora Margarita Roka Elobo
Laboratorio Castro Verde
MALABO

Apartado 330 MALABO. Guinea Ecuatorial. Fax.: (240) 09 3236
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Anexo 11. OMS. EQG/MMB/10-679.

~
Organizacién

5

Mundial de I3 Salud

OFICINA DE LA REPRESENTACION DE LA OMS EN GUINEA ECUATORIAL
Tel.: (240) 333 09 3234 — 09 4445

[n reply please refer: EQGJ’MMB“ 0-679

Priére de rappeler la référence
ABG/ABC

Malabo, 26 de Octubre 2010

Estimada Margarita:
Asunto: ACUSE DE RECIBO

Cortésmente, nos dirigimos a usted acusando recibo de su carta recibida en la fecha 30
de septiembre 2010, donde nos relata la situacién existente referente al apoyo financiero que la
OMS/pais le ofrecit en su dig referencia EQG/MMB/09-566, ¥ que nunca se llevo a cabo.

Lamentamos esta situacidn, pero Ia informamos que Por razones de disponibilidad de
fondos para apoyar su proyecto de: Caracterizacion de pardsitos infestinales asociados a la
infeccién por VIH en Guinea Ecuatorial, |a oficina no podra hacer efectiva su compromiso de
apoyo financiero en los viajes de estudios en la Ciudad de Bata, como se habia comprometido
en su dia.

Por otra parte, nos es grato comunicarla que ratificamos la validacién del protocolo de su
o de investigacion y el apoyo técnico de parte de la oficina OMS/pais, a través de [a Dra.
Angela Catherine Lao Seoane, como se habia establecido, bara culminar su importante
proyecto. )

Sin otro partidutar, reciba nuestros atentos saludos.

Sefiora Margarita ROKA ELOBO, Coordinadora del Laboratorio Castro Verde
Ela Nguema

Apartado 330 MALABO. Guinea Ecuatorial. Fax.; (240) 333 09
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Anexo 12. Publicacion.

Roka M, et al. Prevalence of intestinal parasites in HIVV-positive patients on the island
of Bioko, Equatorial Guinea: Its relation to sanitary conditions and socioeconomic
factors. Sci Total Environ (2012), doi:10.1016/j.scitotenv.2012.06.023
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