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RESUMEN

Las parasitosis intestinales presentan una alta prevalencia en areas tropicales y paises en desarrollo, pero
también son frecuentes en paises industrializados. Tradicionalmente, su diagnéstico se ha realizado por el
examen microscopico de las heces del paciente. Estas determinaciones muestran una sensibilidad pobre,
exigen la toma de muestras seriadas, son muy laboriosas y requieren especializacién técnica. En los alti-
mos afios, el avance en el estudio molecular de estos pardsitos y la investigacién de la respuesta inmune
especifica del paciente, junto con el empleo de las nuevas metodologias diagnésticas, han posibilitado el
desarrollo de sistemas de deteccién mas eficaces que apoyan al clinico, permiten el seguimiento de los
tratamientos y facilitan los estudios epidemioldgicos. Entre ellos, cabe destacar los métodos de deteccion
de coproantigenos, que, en general, presentan buena especificidad y sensibilidad, y ademas se desarrollan
en formatos sencillos, unas propiedades que los convierten en una herramienta til en los laboratorios de
microbiologia.
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Diagnostic of intestinal parasitosis by coproantigen detection

ABSTRACT

Intestinal parasites are highly prevalent in tropical areas and developing countries, but are also common in
industrialised countries as well. Traditionally, their diagnosis has been made by microscopic examinations
of the faeces of the patient. These have been shown to have poor sensitivity, require serial samples, are
very time-consuming and require a specialised technique. In the last few years, advances in the molecular
biology of these parasites and research into the specific immune response of the patient, has made it
possible to develop more efficient detection systems that help the clinician, allow treatments to be followed
up and make it easier to carry out epidemiological studies. Among these systems are the methods for
detecting faecal antigens, which, in general, have good specificity and sensitivity; properties which make
them a useful tool in microbiology laboratories.
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les considera marcadores de pobreza y estindares de higiene insufi-
cientes®. Actualmente, las enteroparasitosis mantienen una destaca-

Los parasitos del tubo digestivo y 6rganos anejos, protozoos y hel-
mintos, utilizan el intestino del hombre para su desarrollo y, con fre-
cuencia, como medio de dispersién de productos o formas parasi-
tarias de transmisién'. Generalmente, son agentes infecciosos
cosmopolitas, con mayor prevalencia en areas tropicales y subtropi-
cales, que en muchas ocasiones se presentan asociados (poliparasita-
ciones), ocasionan graves problemas de salud en las poblaciones afec-
tadas, especialmente nifios e individuos inmunocomprometidos, y se
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da presencia en paises desarrollados en los que las parasitosis aut6c-
tonas se han visto incrementadas con las importadas de paises
tropicales, debido al aumento de viajeros a estas zonas y la gran
afluencia de inmigrantes. En Espafia no se conoce bien la prevalencia
real de éstas, pues, aunque se han realizado estudios epidemiolégicos
puntuales en distintos grupos de poblacién y areas, no son enferme-
dades de declaracién obligatoria, por lo que la infravaloracion es im-
portante. Asi, se ha observado un marcado retroceso en la presencia
de especies autdctonas, especialmente de helmintos, debido a la me-
jora de las condiciones higiénico-sanitarias. No obstante, determina-
das parasitosis, como las originadas por Enterobius vermicularis y
Giardia, mantienen su prevalencia y otras, como las producidas por

0213-005X/$ - see front matter © 2010 Elsevier Espafia, S.L. Todos los derechos reservados.



34 L. Fuentes Corripio et al / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2010;28(Supl 1):33-39

Cryptosporidium, han aumentado, debido principalmente al caracter
oportunista que presentan en pacientes inmunodeprimidos y a su
mejor deteccién gracias a las nuevas técnicas diagnosticas.

Tradicionalmente, el diagnéstico de las parasitosis intestinales se
ha realizado por examen microscépico de heces del paciente, me-
diante el aislamiento y la identificacién de las formas parasitarias
que se eliminan?. Estas determinaciones, aunque en la mayoria de los
casos son especificas, muestran una sensibilidad pobre, s6lo permi-
ten el diagnéstico de la infeccion aguda y patente, exigen la toma de
muestras seriadas, son muy laboriosas y requieren especializacion
técnica. En los Gltimos afios, el avance en el estudio molecular de
estos parasitos y la investigacion de la respuesta inmune especifica
del paciente, junto con el empleo de las nuevas metodologias diag-
nosticas, han posibilitado el desarrollo de sistemas de deteccién mas
eficaces que apoyan al clinico, permiten el seguimiento de los trata-
mientos y facilitan los estudios epidemiolégicos necesarios para su
control“. Entre ellos, cabe destacar los métodos de deteccioén de co-
proantigenos’, que, en general, presentan unas buenas especificidad
y sensibilidad. Ademas, se desarrollan en formatos sencillos, unas
propiedades que los convierten en una herramienta ttil en los labo-
ratorios de microbiologia. En el presente articulo se discutirdn su
fundamento, ventajas e inconvenientes, y las opciones que existen
actualmente para la deteccién de helmintosis y protozoosis huma-
nas intestinales.

Fundamento de los ensayos de deteccion de coproantigenos

Los coproantigenos son productos especificos de un parasito que
se eliminan en las heces del paciente y que son susceptibles de su
deteccién por técnicas inmunoldgicas®. La inmunodeteccién de co-
proantigenos se basa en el empleo de anticuerpos, monoclonales o
policlonales, que reconocen especificamente los productos elimina-
dos (secrecién, superficie o somaticos®’) por los parasitos que inva-
den el intestino y drganos anejos del hombre?. Se han desarrollado
métodos de coproantigenos para el diagnéstico tanto de protozoos
como de helmintos, como describiremos a continuacién®.

De manera esquematica, en primer lugar, los anticuerpos prepa-
rados contra las moléculas del parasito a diagnosticar se inmovilizan
sobre un soporte sélido, con frecuencia placas de ensayo por inmu-
noabsorcién ligado a enzimas (ELISA)’>, membranas inmunocromato-
graficas® y otros materiales inertes. Después, los soportes sensibiliza-
dos se incuban con muestras diluidas de las heces sospechosas®. Por
altimo, los complejos inmunes se detectan con el mismo anticuerpo
empleado en un principio o con otro de especificidad semejante, o
distinta, al previamente utilizado. La mayoria de los inmunoensayos
comercializados utilizan el formato de enzimoinmunoensayo (ELI-
SA-Ag), que presenta una alta sensibilidad y especificidad, pero re-
quiere la adicién de mdltiples reactivos, numerosos pasos de lavados
y tiempos de incubacién, por lo que se estan desarrollando métodos
de inmunodiagnéstico no enzimaticos mas rapidos, como las prue-
bas inmunocromatograficas. Estas pruebas se basan en la utilizacion
de microesferas de materiales como el poliestireno, coloreadas, a las
que se conjuga covalentemente un anticuerpo monoclonal anti-anti-
geno del parasito. El antigeno parasitario presente en la muestra de
heces reacciona con las microesferas recubiertas de anticuerpos y
forma un complejo (microesfera-Ag) que migra por un proceso cro-
matografico por la zona de reaccién. En esta zona se encuentra una
franja con anticuerpos monoclonales contra el parasito que reaccio-
nan con el complejo microesfera-Ag, lo que origina la formacién de
una linea de color que indica el resultado positivo. Las pruebas inmu-
nocromatograficas son mas rapidas y sencillas, no necesitan equipos
de laboratorio especiales y se utilizan de forma individual. Frente a
éstas, hay que destacar algunas ventajas del ELISA-Ag, como que per-
mite procesar simultaneamente lotes de muestras y que, en la mayo-
ria de los casos, presenta una sensibilidad y especificidad mayores
que las pruebas de IC.

La deteccion de coproantigenos presenta las siguientes ventajas:
a) la mayoria de las pruebas muestran una sensibilidad y especifici-
dad excelentes; b) no requiere personal experimentado para su de-
sarrollo; c¢) es un diagndstico rapido, de facil interpretaciéon y que
posibilita el cribado de gran nimero de muestras, de interés especial
en casos de brotes; d) habitualmente, su desaparicién de las heces se
relaciona con la eliminacién del parasito mediante una quimiotera-
pia eficaz; e) conduce a la diferenciacion entre infecciones pasadas y
recientes, y f) permite, en algunos casos, la distincion de especies
isomoérficas del mismo género, como Entamoeba histolytica (patoge-
na) de Entamoeba dispar (no patégena).

Hay que indicar que el diagndstico por coproantigenos también
presenta aspectos negativos, como el mayor coste de los reactivos, la
obligacion de emplear heces recientes o congeladas en la mayoria de
los ensayos comercializados y, en ocasiones, la necesidad de examinar
mas de una muestra para conseguir un resultado concluyente. No obs-
tante, aunque estas pruebas son mas caras que los métodos microsco-
picos tradicionales, los costes de trabajo del personal son menores,
sobre todo en las técnicas rapidas, por lo que el analisis de compara-
cién de costes de las pruebas diagnésticas comentadas no es tan des-
favorable, ya que en las pruebas microscépicas deben incluirse los
reactivos, controles de calidad, tiempo de trabajo y requerimiento de
personal cualificado en microscopia con el entrenamiento adecuado.

Diagnostico de helmintos intestinales

Los grupos mas importantes de helmintos parasitos del intestino,
con las caracteristicas morfolégicas y las especies mas relevantes,
son: cestodos (planos y acintados, Diphyllobotrium latum, Taenia so-
lium, Taenia saginata, Taenia saginata asiatica, Hymenolepis nana, Hy-
menolepis diminuta, Dipylidium caninum); trematodos (planos y fo-
lidceos, Fasciolopsis buski, Echinostoma ilocanum, Heterophyes
heterophyes, Metagonimus yokogawai, Gastrodiscoides hominis); ne-
matodos (redondos y alargados, Ascaris lumbricoides, Enterobius ver-
micularis, Trichuris trichiura, Capillaria philippinensis, Ancylostoma
duodenale, Necator americanus, Trichostrongylus, Strongyloides sterco-
ralis, Strongyloides fuelleborni). También hay helmintos que parasitan
6rganos anejos al intestino, como los trematodos hepaticos (Clonor-
chis sinensis, Opistorchis viverrini, Opistorchis felineus, Fasciola hepati-
ca, Fasciola gigantica, Dicrocoelium dendriticum, Eurytrema pancreati-
cum), trematodos sanguineos (Schistosoma) y nematodos tisulares
(Trichinella), que eliminan formas parasitarias y sus componentes
con las heces del individuo infestado.

Todas las especies citadas son susceptibles del desarrollo de prue-
bas de coproantigenos para su diagndstico, aunque hasta ahora sélo
se han descrito pruebas para unas pocas'!, y son excepcionales los
casos en los que el ensayo esta comercializado’.

En los cestodos, concretamente en los ténidos, se ha puesto a
punto un método de deteccién de coproantigenos que identifica pro-
ductos de los adultos de T. solium y T. saginata®'?a través del uso de
un suero policlonal de conejo preparado con antigenos somaticos
de T. solium. Estos productos se encuentran en las heces de los por-
tadores de ténidos, independientemente de la presencia concomi-
tante de huevos y progldtides —estado prepatente-, y desaparecen
tras el tratamiento exitoso con un tenicida. De momento se descono-
ce la naturaleza de los antigenos reconocidos por el suero policlonal,
aunque hay estudios que los relacionan con una molécula de 60 kDa,
o componente antigénico mayoritario de T. solium''2, El ensayo de-
tecta hasta 35 ng/ml del extracto del adulto y en su sensibilidad tam-
bién influye el formato empleado' -ELISA o tiras de nitrocelulosa y
PVDF'"'- y la calidad del suero de conejo''. Ademas, la prueba es es-
pecifica del género Taenia, sin reacciones cruzadas con especies hu-
manas de Hymenolepis, aunque no es capaz de distinguir entre T.
solium y T. saginata. Se emplea, principalmente, en estudios epide-
miolégicos sobre teniasis/cisticercosis®!?* y, de momento, no se ha
comercializado. Es importante destacar que, muy recientemente, es-
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tos mismos autores' han publicado un ELISA de captura que combi-
na el uso de anticuerpos IgG de conejo inmunizado con el antigeno
completo de T. solium e IgG de conejo inmunizado con antigeno ex-
crecién-secrecién (ES) del adulto, y que exhibe un 100% de especifi-
cidad en la deteccion de portadores con T. solium.

Para los trematodos, se han producido grandes avances en el caso
de F. hepatica y F. gigantica>'>. El grupo del profesor Ubeira, de la
Universidad de Santiago de Compostela, ha desarrollado una anti-
cuerpo monoclonal, MM3, con una especificidad muy interesante y
preparado a partir de una mezcla de antigenos de ES del adulto del
parasito, de 7 a 40 kDa y sin O-glucanos. Con esta herramienta se ha
desarrollado un ELISA de captura, MM3-COPRO>'%, que muestra
un 100% de sensibilidad con heces de pacientes con fascioliasis y un
100% de especificidad con heces de pacientes con helmintiasis intes-
tinales préximas. El ensayo supone la sensibilizacion de las placas
con suero policlonal de conejo inmunizado con extracto completo de
Fasciola, incubacion con heces diluidas y deteccion de los complejos
inmunes con MM3 biotinilado. Posteriormente, el complejo marcado
con el anticuerpo monoclonal se pone de manifiesto con un antisue-
ro con neutravidina y el sustrato orto-fenilendiamina (OPD). Ade-
mas, el limite de deteccién de la prueba con heces humanas infecta-
das diluidas con CoproGuard® es de 1,1 ng/ml, una concentracién
mas baja que la descrita para otros ensayos' y, por lo menos, tan
sensible como el protocolo Kato-Katz. En estos momentos se trabaja
para reducir el limite de deteccién y aproximarse a los que se con-
siguen en las fascioliasis ovina y vacuna, 0,3 y 0,6 ng/ml de heces
diluidas, respectivamente’®. Es importante destacar que el copro-
antigeno reconocido por MM3 desaparece de las heces tras un trata-
miento fasciolicida eficaz. El sistema MM3 ya ha sido comercializado
para su uso en la detecciéon de la enfermedad en ovejas y vacas
(MM3-COPROY)’. Investigadores cubanos han descrito otros sistemas
de deteccién de antigenos de Fasciola en las heces'®, que emplean un
anticuerpo monoclonal, ES78, con especificidad por epitopos de F.
hepatica y que, utilizando un sistema similar al descrito anterior-
mente, consiguen un limite de deteccién de unos 15 ng/ml de heces
diluidas y una especificidad excelente. También, Abdel-Rahman et al
(1998)"" han referido un ensayo de coproantigeno parecido para el
diagnéstico de F. hepatica en el ganado vacuno, basado en el empleo
del anticuerpo M2D5/DSF10. En cuanto a la opistorquiasis (O. viverri-
ni), se han descrito diversos ELISA con anticuerpos monoclonales'-?1,
como el ensayo Mab-ELISA, que detecta un antigeno metabdlico de
89 kDa de este trematodo hepatico que produce patologias muy gra-
ves en dreas endémicas y que se detecta en las heces de los pacien-
tes. Para terminar con los platelmintos, hay que indicar que se estan
realizando avances en equinostémidos?>?3, pero con modelos experi-
mentales, y esperamos que, pronto, dichos avances sean trasladados
a las correspondientes parasitosis humanas.

En relacién con los nematodos, gusanos redondos, las pruebas de
coprodiagndstico no se encuentran tan desarrolladas como en los
helmintos, que acabamos de revisar. Asi, en la triquinelosis, Nifiez et
al (2007)* estudiaron la presencia de coproantigenos en las heces de
pacientes implicados en brotes de la enfermedad utilizando un ELISA
combinado con un anticuerpo monoclonal y sueros de pacientes con
la enfermedad. Los autores no encontraron antigenos en las mues-
tras estudiadas, a pesar de que el sistema presentaba un limite de
deteccion de 49 ng/ml de extracto ES de Trichinella. En relacién con
los geohelmintos, se han descrito algunos intentos en ancilostémi-
dos (A. duodenale y N. americanus) pero, de momento, sé6lo se han
desarrollado para modelos experimentales, con la especie Ancylosto-
ma ceylanicum y hamster?,

Diagnostico de las infecciones por protozoos intestinales
Los grupos de protozoos intestinales mas relevantes son: amebas

(Entamoeba histolytica), flagelados (Giardia intestinalis), coccidios
(Cryptosporidium, Cyclospora cayetanensis, Isospora belli, Sarcocytis),

microsporidios (Enterocytozoon bieneusi, Encephalitozoon intestina-
lis), y Blastocystis hominis. Los avances realizados en el diagnéstico de
estos protozoos son variables, aunque significativos en el caso de las
especies que presentan una mayor importancia por su patologia o
alta prevalencia, como son G. intestinalis, Cryptosporidium y E. histo-
lytica, y en el mercado se encuentran diferentes pruebas diagnésticas
basadas en la deteccion de antigenos de estos patégenos. La principal
via de transmisién de los protozoos en estudio es la fecal-oral direc-
ta, 0 a través de alimentos y aguas contaminadas, lo que ocasiona,
sobre todo en el caso de Giardia y Cryptosporidium, frecuentes brotes
comunitarios o masivos?.

G. intestinalis (sinénimo G. lamblia o G. duodenalis) se encuentra
en el intestino delgado originando la giardiosis, una de las parasitosis
mads comunes en los paises industrializados. Ocasiona manifestacio-
nes clinicas que varian desde pacientes asintomaticos a otros con
enfermedad aguda o crénica, asociada a diarrea y malabsorcién. Has-
ta el momento se han descrito 7 genotipos (denominados assemblage
A-G) incluidos en esta especie, de los cuales sélo el Ay el B afectan
al hombre?’. Para sobrevivir en el hospedador, los trofozoitos presen-
tan unas proteinas variables de superficie, antigénicamente diferen-
tes, cuyo cambio de expresién induce a evadir la respuesta inmune
del hospedador, lo que origina infecciones crénicas y recurrentes.
Los trofozoitos colonizan el duodeno y el yeyuno, y se adhieren a la
superficie del epitelio intestinal por el disco ventral. El diagnéstico
tradicional se basa en el reconocimiento de trofozoitos y quistes en
las heces y, dado que la eliminacién del parasito es intermitente, y a
veces se elimina en un nimero escaso, se requiere el estudio seriado
de, al menos, tres muestras para su diagnoéstico. Asi, diferentes estu-
dios han mostrado que el analisis microscopico de una muestra sélo
detecta, aproximadamente, el 70% de los casos, una cifra que es infe-
rior al 61% en los pacientes asintomaticos?®; se necesita el analisis de
tres muestras para alcanzar el 90%%. En los altimos afios se han de-
sarrollado y comercializado diferentes técnicas de deteccion de co-
proantigenos. La inmunofluorescencia directa (IFD) utiliza un anti-
cuerpo monoclonal para la deteccién de antigenos de la membrana
parasitaria, como el GSA 65, con una sensibilidad del 94% y una es-
pecificidad del 98%, aunque los valores de sensibilidad varian segiin
los diferentes estudios y equipos comerciales®*3. La ventaja de esta
técnica es que puede utilizarse en las heces o en otro tipo de mues-
tras biolégicas y medioambientales, incluso arqueolégicas, pues de-
tecta las formas parasitarias completas32, Las técnicas comerciales
de ELISA-Ag de Giardia han supuesto una alternativa interesante al
andlisis microscépico seriado de las heces, ya que diferentes estudios
clinicos de evaluacién han mostrado que son unos métodos rapidos
y con una buena relacién coste-efectividad para el diagnéstico de
dicha infeccién, por lo que puede evitarse el estudio seriado de las
muestras en la mayoria de los casos sospechosos. Gran parte de estos
métodos permiten procesar heces recientes o conservadas en for-
malina. Existen diversos sistemas ELISA comerciales que han sido
evaluados en diferentes estudios y, aunque con variaciones, la sensi-
bilidad y especificidad siempre han sido iguales o superiores al
90%?28313435, Las evaluaciones de diferentes inmunoensayos que utili-
zan anticuerpos monoclonales en la deteccién del antigeno GSA 65 o
CWP1, o bien anticuerpos policlonales, mostraron una especificidad
superior al 99% (99,3-100%), una sensibilidad que varia entre el 89 y
el 100%, y unos valores predictivos positivo y negativo del 98-100% y
95-100%, respectivamente?. También se han desarrollado, y estan
comercializados, inmunoensayos no enzimaticos, como los inmuno-
cromatograficos, principalmente en formato tira o casete. Son senci-
llos y rapidos de realizar, y procesan muestras individuales, pero, en
la mayoria de los casos, es necesario utilizar heces recientes (< 24 h),
sin conservantes, o congeladas a -20 °C. Estas pruebas son muy dti-
les para un diagnéstico rapido, pero en los pocos estudios realizados
hasta el momento han mostrado, generalmente, una menor sensi-
bilidad que los ELISA-Ag (sensibilidad 58-97,2%, especificidad 99-
100%)637,
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Cryptosporidium es uno de los parasitos oportunistas mas comunes
causantes de alteracion gastrointestinal grave, principalmente en ni-
fios y pacientes inmunodeprimidos, tanto en enfermos infectados por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) como en los trasplan-
tados o en los pacientes sometidos a quimioterapia inmunosupreso-
ra®, C. hominis y C. parvum, indistinguibles morfolégicamente pero
ambos patégenos, son las dos principales especies que parasitan al
hombre y pueden dar lugar a casos esporadicos o a brotes®. El diag-
ndstico tradicional se basa en el estudio microscépico tras tinciones
especiales, como la de Kinyoun o de auramina-rodamina, pero los
ooquistes son dificiles de identificar y pueden confundirse con artefac-
tos; en muchas ocasiones, su escasa emision por el paciente hace que
presente una baja sensibilidad*®. Se han desarrollado y comercializado
técnicas de inmunodiagnéstico, principalmente mediante IFD, dife-
rentes métodos ELISA de deteccién de antigenos, asi como técnicas
inmunocromatograficas, que han mostrado una buena especificidad y
sensibilidad, mayores del 94% y superiores a las de la observacién mi-
croscopica®. En un estudio se determiné que el limite de deteccién
analitica minima de la microscopia era de 50.000-500.000 ooquistes/g
de heces, mientras que por IFD era de 5.000-10.000 ooquistes/g*. Los
métodos de coproantigenos comercializados hasta el momento detec-
tan Cryptosporidium, sin diferenciar entre las especies C. hominis y C.
parvum, ni otras especies del género*'. Para la identificacién de espe-
cies, un aspecto interesante en estudios epidemiolégicos y de control,
es obligado recurrir a técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR)*. El diagnéstico de la criptosporidiosis por deteccién de co-
proantigenos presenta una sensibilidad y especificidad buenas; no
obstante, se ha observado que la variabilidad antigénica entre diferen-
tes cepas de Cryptosporidium puede determinar que algunas infeccio-
nes no se detecten®. Igualmente, se ha observado variabilidad en la
sensibilidad y especificidad de los diferentes sistemas comerciales de
ELISA-Ag evaluados®#'44, Mas atn, distintos estudios realizados que
evaldan los mismos ensayos han mostrado una sensibilidad diferente,
como se indicé anteriormente en el caso de Giardia. Los ensayos reali-
zados por Ketanik et al en 20014 y Johnson et al en 20034, que utilizan
ambos el ProSpect® Cryptosporidium, presentaron una sensibilidad del
70y el 100%, respectivamente. En un estudio reciente de comparacién
de técnicas de microscopia, ELISA-Ag y PCR con un amplio ndmero de
enfermos, tanto seropositivos como seronegativos para el VIH, se ob-
servé una mayor positividad con el ELISA-Ag (18,9% en seropositivos,
13,7% en seronegativos), seguido de la PCR (13,1 y 11,1%, respectiva-
mente) y, por Gltimo, la microscopia con Kinyoun (4,9 y 3,9%, respec-
tivamente), lo que representaba un rendimiento de esta tltima del 32
y el 37,5% en pacientes seropositivos y seronegativos, respectivamen-
te, respecto a las técnicas ELISA-Ag y PCR. Ademas, se apreci6 que las
técnicas microscopicas fueron menos sensibles en aquellos pacientes
seropositivos con recuento de CD, superior a 200 células/ul (la situa-
cién clinica mas frecuente en estos momentos), debido a la baja elimi-
nacién de ooquistes, por lo que las técnicas de coproantigenos son de
gran ayuda en estos casos*®. Estan comercializadas pruebas inmuno-
cromatograficas especificas para Cryptosporidium similares a las des-
critas para la deteccién de Giardia. Sin embargo, son las que combinan
el diagnéstico de ambos parasitos simultineamente las que resultan
mas interesantes en la actualidad, pues, aunque el coste es superior,
suponen una buena herramienta, con sensibilidad y especificidad si-
milares a las obtenidas para la deteccién individual®>#748, También es-
tan comercializadas técnicas de IFD que detectan los dos parasitos con
buenos resultados diagnésticos*+4°,

E. histolytica es un importante patégeno que presenta prevalen-
cias altas en areas tropicales y paises en desarrollo. No obstante, el
fenémeno de la globalizacién y el aumento de viajeros e inmigrantes
procedentes de estas zonas esta ocasionando que aumente su pre-
sencia en los paises industrializados®. Origina un amplio espectro de
presentaciones clinicas, desde la de portador asintomadtico hasta
procesos entéricos, disenteria amebiana o cuadros extraintestinales,
como el absceso hepatico. El diagndstico se ha realizado, tradicional-

mente, por microscopia, pero este método presenta grandes limita-
ciones; la principal es la incapacidad de distinguir E. histolytica de las
especies morfolégicamente idénticas pero, hasta el momento, consi-
deradas no patégenas: E. dispar y E. moshkovskii®'*2, La diferenciacion
de las especies requiere el cultivo y estudio de zimodemas, o las téc-
nicas moleculares, como la PCR en tiempo real, mas rapidas, sensi-
bles y especificas®. Por otra parte, la sensibilidad de la microscopia
es muy baja, aproximadamente del 60%°%%3, y requiere un grado de
entrenamiento elevado del microscopista, dada la facilidad de confu-
si6bn con otras especies similares de Entamoeba, o con artefactos
como las células sanguineas. El apoyo del diagndstico serol6gico es
de gran importancia, principalmente en los enfermos de zonas no
endémicas, teniendo en cuenta siempre la persistencia de los anti-
cuerpos tras la curacién. Para la identificacién especifica se han de-
sarrollado, como ya se ha indicado, las técnicas de PCR, pero la impo-
sibilidad de introducir estos métodos en muchos laboratorios
diagnésticos ha llevado al estudio de la deteccién de coproantigenos.
En diferentes trabajos de investigacion se han utilizado monoclona-
les frente a un antigeno de superficie rico en serina, un lipofosfoglu-
cano y un antigeno de 170 kDa de la adhesina-lectina®2. Se han co-
mercializado técnicas de deteccion de coproantigenos amebianos,
frecuentemente en formato ELISA-Ag, con buena sensibilidad, pero
la mayoria detectan antigenos de E. histolytica/dispar y no permiten
la diferenciacién de ambas especies, lo que representa un gran pro-
blema para el diagnéstico, ya que la infeccién por E. dispar es de 3 a
10 veces mas frecuente que la infeccién por E. histolytica®*. Hasta el
momento, Gnicamente las técnicas comerciales ELISA TechLab E.his-
tolytica II® y Entamoeba CELISA-PATH® son capaces de diferenciar E.
histolytica de E. dispar, utilizando anticuerpos monoclonales frente a
la lectina Gal/GalNAc especifica de la primera. La lectina es un anti-
geno conservado y altamente inmundgeno, que presenta variaciones
entre las dos especies de amebas y permite su diferenciacién. La
prueba debe realizarse sobre heces frescas recientes o congeladas,
por la degradacién de los antigenos. El principal inconveniente es la
disparidad de resultados obtenidos en la evaluacién de estos ensayos
en los diversos estudios, que no permiten asegurar la especificidad y
sensibilidad de la técnica para la deteccién de E. histolytica. Asi, algu-
nos mostraron una excelente correlacién de TechLab E.histolytica II®
comparado con una PCR a tiempo real, con una buena sensibilidad y
especificidad (71 a 79% y 96 a 100%, respectivamente)*2, Por el con-
trario, otros estudios han presentado una menor sensibilidad (14,3%)
y especificidad (98,4%) comparado con el cultivo e identificacién de
zimodemas®>. También se ha descrito que algunas muestras positivas
para E. dispar por PCR pueden ser positivas mediante ELISA. Stark et
al*s, en un estudio reciente donde comparaban ELISA TechLab E.his-
tolytica II® y Entamoeba CELISA-PATH®, con la PCR como técnica de
referencia, encontraron que Entamoeba CELISA-PATH® mostré una
sensibilidad del 28% y una especificidad del 100%, mientras que ELI-
SA TechLab E. histolytica II® no detect6 ningiin positivo de E. histoly-
tica con una especificidad del 99%; ademas, en el estudio cuantitativo
de sensibilidad analitica, que llevaron a cabo con muestras prepara-
das a partir de cultivos xénicos, mostraron que CELISA-PATH® fue
capaz de detectar una concentracién de E. histolytica 10 veces menor
(1.000 trofozoitos/pocillo) que ELISA TechLab (10.000 trofozoitos/
pocillo), mientras que la PCR detecté un trofozoito. Por otra parte, los
ELISA-Ag se han utilizado para la deteccién de antigenos del parasito
en muestras de suero y abscesos hepaticos, aunque todavia estan en
fase de evaluacion.

También se estan comercializando técnicas inmunocromatografi-
cas, hasta el momento desarrolladas para la identificacién conjunta
de E. histolytica/dispar. Aunque existen ensayos de deteccion indivi-
dual, principalmente se estan enfocando a aquellos que permiten la
deteccién simultanea de antigenos del complejo E. histolytica/dispar,
G. intestinalis y Cryptosporidium, que presentan buena especificidad y
sensibilidad para los dos Gltimos parasitos pero variable en cuanto a
la deteccién del complejo E. histolytica/E. dispar®’ (tabla 1).
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Algunos ensayos comercializados para la deteccién de coproantigenos de Giardia, Cryptosporidium y E. histolytica
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Parésito Marca Nombre comercial Antigeno Tipo de Conservacion Formato % sensibilidad % especificidad
anticuerpo (referencia) (referencia)
Giardia Alexon ProSpecT® Giardia GSA 65 Monoclonales Fresca/ ELISA 90 (34) 100 (34)
Rapid o CWP1 congelada/
formalina
Giardia Alexon ProSpecT® Giardia EZ  GSA 65 Monoclonal Fresca/ ELISA 95,7 (34), 94 (44) 100 (34), 97 (44)
Microplaca o CWP1 congelada/
formalina
Giardia Cellabs CELISA® TechLab GSA 65 Monoclonales Fresca/ ELISA 97 (44) 100 (34)
o CWP1 congelada/
formalina
Giardia Alexon ProSpecT® Giardia SD Policlonales Fresca/ ELISA 100 (34) 100 (34)
Microplaca congelada/
formalina
Giardia Meridian Premier SD Policlonales Fresca/ ELISA 92,9 (34), 98 (44), 100 (34), 97 (44),
congelada/ 100 (45) 98,4 (45)
formalina
Giardia Trend G. lamblia Direct GSA 65 Policlonales Fresca/ ELISA 98,6 (34), 99 (44) 99,3 (34), 96 (44)
Detection System o CWP1 congelada/
formalina
Giardia Coris Coris Giardia-Strip Membrana Monoclonal Fresca/ IC 58 (37) 99 (37)
quistica congelada
Giardia Med. Chem. Simple Read SD SD Fresca/ IC 97,2 (36) 100 (36)
Corp. congelada/
formalina
Giardia R-Biopharm Rida Quick Giardia SD Monoclonales Fresca/ IC 80 (35) 98 (35)
congelada
Cryptosporidium Alexon ProSpecT® SD Monoclonales Fresca/ ELISA 97 (44), 100 (45) 100 (44), 98,6 (45)
Cryptosporidium congelada/
Microplaca formalina
Cryptosporidium Meridian Premier Cryptospori-  SD Policlonales Fresca/ ELISA 91 (44) 99 (44)
dium congelada/
formalina
Cryptosporidium R-Biopharm Rida Quick SD Monoclonales Fresca/ IC 88 (35) 98 (35)
Cryptosporidium congelada
Cryptosporidium/ Becton ColorPAC Giardia/ SD Monoclonales Fresca/ IC Cryptosporidium Cryptosporidium
Giardia Dickinson Cryptosporidium congelada 98,8 (47), 98,1 98,8 (47), 99,5
(45); Giardia 100 (45); Giardia 100
(47), 98,7 (45) (47, 45)
Cryptosporidium/ Meridian Merifluor Cryptospo-  SD Monoclonales Fresca/ IFD Cryptosporidium Cryptosporidium
Giardia ridium/ Giardia congelada/ 100 (44), 97 (31); 100 (44, 31);
formalina Giardia 100 (44), Giardia 100
91(31) (44,31)
Cryptosporidium/ R-Biopharm Rida Quick Combi SD Monoclonales Fresca/ IC Cryptosporidium 82  Cryptosporidium 98
Giardia congelada (35); Giardia 80 (35); Giardia 80
(35) (35)
Cryptosporidium/ Meridian ImmunoCard STAT SD Monocloanes Fresca/ IC Cryptosporidium Cryptosporidium
Giardia congelada/ 98,8 (48); Giardia 100 (48); Giardia
formalina 93,5 (48) 100 (48)
E. histolytica TechLab TechLab E.histolytica  Lectina Gal/ Monoclonales Fresca/ ELISA 96,9-100 (52), 14,2  94,7-100 (52), 98,3
I GalNAc congelada (55),0(56) (55), 99 (56)
E. histolytica Cellabs Entamoeba CELISA- Lectina Gal/ Monoclonales Fresca/ ELISA 95-100 (52), 28 (56) 93-100 (52), 100
PATH GalNAc congelada (56)
E. histolytica/dispar Remel ProSpecT EIA SD Monoclonales Fresca/ ELISA 54,5-87 (52) 94-99 para E.
congelada histolytica/dispar
(52)
E. histolytica/dispar Merlin Optimum Serina Monoclonales Fresca/ ELISA 100 (52) SD (52)
Diagnostika congelada
Cryptosporidium/ Biosite Triade parasite panel SD SD Fresca/ IC Cryptosporidium Cryptosporidium
Giardia/E. congelada 98,3; Giardia 95,9;  99,7; Giardia 97,4;
histolytica/dispar E. histolytica/ E. histolytica/

dispar 96 (57)

dispar 99,1 (57)

IC: inmunocromatografia; IFD: inmunofluorescencia directa; SD: sin datos.

Conclusion

Dado el interés en las pruebas de diagndstico rapido, la dificultad
de formar microscopistas buenos y bien preparados, la dificil intro-
duccién de técnicas de PCR en muchos laboratorios, la evidencia de
que los parasitos intestinales pueden ocasionar sintomas graves en
el hombre y que, en ocasiones, originan brotes de origen hidrico con
afectacion de un elevado nimero de personas, los laboratorios de

microbiologia estan revisando las opciones de los coproinmunoen-
sayos que puedan incorporarse en los protocolos de diagnéstico ha-
bitual. Aunque los diversos laboratorios pueden tener un protocolo
diferente de priorizacién y actuacion, es recomendable realizar un
primer andlisis microscépico, pues para el diagnéstico de algunos
parasitos es la tinica técnica disponible; ademads, se pueden detectar
simultineamente diferentes especies, y en caso negativo, segtn la
situacion clinica del paciente, en ocasiones puede ser conveniente
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la realizacién de pruebas especificas de coproantigenos, dada la ma-
yor sensibilidad y la buena especificidad de la mayoria de los ensa-
yos comercializados. Si el resultado de la primera prueba es negativo
y el paciente permanece sintomatico, se debe realizar una nueva de-
terminacién. Es recomendable elegir las pruebas de deteccion de
coproantigenos parasitarios que presenten una sensibilidad y espe-
cificidad buenas, que sean sencillas de realizar, con una relacién ade-
cuada de coste-beneficio y que faciliten un resultado rapido.
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