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Introduccion: el diagndstico de estrongiloidiasis se realiza de rutina en los labo-
ratorios clinicos; sin embargo, su deteccion se dificulta debido a la baja excrecion
parasitaria y la baja sensibilidad de las pruebas parasitolégicas empleadas. Ob-
jetivo: disefiar y estandarizar una PCR en tiempo real (QPCR) para la deteccion
de ADN de Strongyloides stercoralis en muestras de materia fecal. Materiales y
métodos: se establecieron las condiciones de gPCR y se evaluaron: a) la especi-
ficidad analitica mediante andlisis BLASTn de secuencias obtenidas de muestras
positivas para Strongyloides stercoralis, b) sensibilidad analitica mediante dilu-
ciones seriadas de muestras que contenian larvas de Strongyloides stercoralis
y ¢) la ocurrencia de reacciones cruzadas con otros parasitos e inhibidores de la
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amplificacion. Resultados: se amplificé un fragmento de 101 pb del gen 18S
del ARN ribosomal. El valor de Ct oscild entre 23 y 29, tomando un Ct <35 como
el punto de corte para muestras positivas. El analisis BLASTn de las secuencias
obtenidas mostré un porcentaje de identidad del 98% con secuencias 18S del
ARN ribosomal de Strongyloides stercoralis reportadas en la NCBI. El limite infe-
rior de deteccion de la gPCR fue 0,9 ng/uL. No se evidencio reaccion cruzada con
Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Uncinarias, Hymenolepis nana, Enta-
moeba histolytica/Entamoeba dispar, Entamoeba hartmanni, Giardia intestinalis
e Iodamoeba biitschlii. No se detectaron inhibidores en las muestras de materia
fecal. Conclusiones: la sensibilidad y la especificidad analitica de la gPCR com-
parado con el examen directo de heces son del 100%;, sin embargo, aun no es
posible interpretar su utilidad clinica.

Palabras clave: Strongyloides stercoralis, estandarizacion, reaccion en cadena
de la polimerasa, gPCR, técnicas de diagndstico molecular.

Introduction: the diagnosis of strongyloidiasis is performing routinely in clini-
cal laboratories; however, its detection is difficult due to low parasitic excretion
and low sensitivity of the parasitological tests employed. Objective: to design
and standardize a real-time PCR (qPCR) for the detection of Strongyloides ster-
coralis DNA in stool samples. Materials and methods: qPCR conditions were
established and it were assessed: a) analytical specificity by BLASTn analysis
of sequences obtained from samples positive for Strongyloides stercoralis, b)
analytical sensitivity by serial dilutions of samples containing Strongyloides ster-
coralis larvae and c) the occurrence of cross-reactions with other parasites and
amplification inhibitors. Results: a 101 bp fragment of the 18S ribosomal RNA
gene was amplified. The value of Ct ranged from 23 and 29, with a Ct value <35
as a cut-off point for positive samples. BLASTn analysis of the obtained sequenc-
es showed an identity percentage of 98% with 18S ribosomal RNA sequences of
Strongyloides stercoralis reported in the NCBI. The gPCR lower limit of detection
was 0.9 ng/ uL. There was no cross-reaction with Ascaris lumbricoides, Trichu-
ris trichiura, Uncinarias, Hymenolepis nana, Entamoeba histolytica/Entamoeba
dispar, Entamoeba hartmanni, Giardia intestinalis, and Iodamoeba biitschlii. No
inhibitors were detected in the stool samples. Conclusion: the sensitivity and
analytical specificity of gqPCR compared to direct examination of feces are 100%;
however, it is still not possible to interpret their clinical utility.

Key words: Strongyloides stercoralis, standardization, polymerase chain reaction,
gPCR, molecular diagnostic techniques.

Campo-Polanco LF, Hernandez-Sarmiento JM, Botero-Palacio LE, Gutiér-
rez-Builes LA. Estandarizacion de una reaccidén en cadena de la polimerasa en
tiempo real (qPCR) para la deteccidon de Strongyloides stercoralis en muestras de
materia fecal. Medicina & Laboratorio 2016; 22: 459-478.

460 Volumen 22, Numeros 9-10, 2016. / MEDICINA & LABORATORIO



Strongyloides stercoralis -

La estrongiloidiasis es una infeccidn parasitaria causada por el nematodo in-
testinal Strongyloides stercoralis [1]. Esta infeccién presenta, generalmen-
te, un curso asintomatico, pero se puede complicar en algunos casos especifi-
cos, principalmente de inmunosupresion [2-4]. Esta parasitosis se presenta con
mayor frecuencia en los paises tropicales y subtropicales donde las condiciones
higiénico-sanitarias son deficientes [5]. En 2013 se estimd que existian alrededor
de 370.000.000 de personas infectadas por Strongyloides stercoralis en todo el
mundo [6][7], se reporté una prevalencia que variaba entre el 10% y el 70% en
Latinoamérica.

Strongyloides stercoralis presenta complejidad en su ciclo bioldgico, el cual alter-
na entre estadios de vida libre y de vida parasitaria [8]; ademas, posee poten-
cial para generar autoinfeccion debido a su capacidad de reproducirse y madurar
hasta el estadio infectivo al interior del hospedero. Este proceso puede llevar a
infecciones persistentes que resultan en enfermedad crénica, que al ser de sinto-
matologia inespecifica dificulta el diagndstico de la infeccion [9].

El diagnostico tradicional de la estrongiloidiasis se realiza mediante la deteccion
microscépica de las larvas rabditiformes en las heces por examen coproparasito-
l6gico. No obstante, el hallazgo de las formas parasitarias a menudo se dificulta
debido a dos aspectos principales: a) la ausencia de sintomas y las bajas cargas
parasitarias en la mayoria de los casos de estrongiloidiasis y b) el bajo desempefio
diagnéstico de los métodos coproparasitoldgicos utilizados de manera tradicional
en los laboratorios clinicos [10].

El examen directo de heces (método de Beaver) y el método de formol éter o
Ritchie modificado son los mas utilizados para la deteccién de Strongyloides ster-
coralis; el primero es una técnica sencilla y de bajo costo, pero presenta una
sensibilidad del 30%, por lo que requiere el procesamiento de hasta siete mues-
tras seriadas para aumentar la sensibilidad al 70% y, a menudo, complementar
el diagnostico empleando técnicas de concentracién como la de formol éter o
Ritchie modificado y la técnica de formalina etil-acetato [11]. No obstante, una
evaluacion diagnéstica de estas dos pruebas mediante metanalisis demostrd su
poca capacidad para predecir la presencia o ausencia de la infeccion, debido a que
presentan un bajo desempefio, eficiencia y seguridad diagndstica en la deteccion
de Strongyloides stercoralis [12], principalmente cuando la infeccién se encuentra
en fase crdnica [13,14].

Otras pruebas que permiten el diagnédstico de la estrongiloidiasis, y que han supe-
rado al examen directo de heces en la deteccidn de larvas, son el cultivo en placa
de agar, cuya sensibilidad varia entre el 80% y el 95%, y el método Baermann,
que varia entre el 60% y el 85% [15,16]. Pese a brindar mejores resultados en
el diagndstico, el hecho de que estos métodos sean laboriosos y requieran mayor
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cantidad de muestra y de tiempo de procesamiento dificulta su uso de manera
rutinaria en los laboratorios clinicos [17].

Los avances en el diagndstico de Strongyloides stercoralis en muestras de heces ha
incluido la realizacidon de pruebas seroldgicas tipo ELISA [18,19], inmunofluores-
cencia indirecta [20,21], aglutinacién en particulas de gelatina [22,23] y la reaccién
en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR) [24-26]. Algunos de estos mé-
todos se han desarrollado y evaluado sin éxito y otros, como el ELISA, presentan
deficiencias en la sensibilidad y la especificidad, ya que su resultado esta condicio-
nado al tipo de inmunoglobulina que detecta, la poblacion estudiada y el método
empleado [27,28]. Otros aspectos importantes en estos ensayos es que pueden
presentar reacciones cruzadas con otros helmintos y no permiten diferenciar entre
las infecciones actuales y pasadas; ademas, en ocasiones pueden darse reacciones
cruzadas con las parasitosis producidas por otros nematodos [5].

Varios enfoques moleculares han sido desarrollados para la deteccién de ADN de
patdgenos entéricos [29-32]. En el caso especifico de Strongyloides stercoralis se
ha amplificado mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), en la mayoria
de las pruebas, el marcador molecular 18S del ARN ribosomal [24,33-36] y, en otras
pocas, las regiones del espaciador transcrito interno 1 y 2 (ITS1 e ITS2) [37,38].
En algunos paises de Latinoamérica se ha evaluado la PCR para el diagnédstico de
Strongyloides stercoralis [39], sin embargo, en Colombia aun no se encuentran
disponibles estas técnicas como método diagnodstico de la estrongiloidiasis.

Dada la diversidad genética observada en los diferentes aislamientos de Strongyloi-
des stercoralis, no solo entre aislamientos larvarios de diferentes regiones geogra-
ficas, sino también de aislamientos obtenidos de algunas especies de hospederos
susceptibles a la infeccidn por este nematodo (p. e€j. humanos, chimpancés y pe-
rros), en los cuales puede desarrollar su ciclo biolégico completo [40-42], y tenien-
do en cuenta que se ha documentado la transmisién zoonoética de Strongyloides
stercoralis, es importante evaluar el comportamiento de la prueba molecular por
PCR como método diagndstico de estrongiloidiasis. Con base en lo anterior, el obje-
tivo del presente estudio fue evaluar la validez interna de una PCR en tiempo real
para la deteccion de Strongyloides stercoralis en muestras de materia fecal.

Materiales y métodos

Tipo de estudio y consideraciones éticas

La presente investigacion corresponde a la fase de estandarizacion de un estudio
de validacién de prueba diagndstica. Los procedimientos realizados no presen-
taron ningun riesgo, ya que durante su ejecucidon se cumplieron los principios
éticos fundamentales que regulan la conducta ética, regidos por El Cddigo de
Ndremberg (1947), la Declaracion de Helsinki (promulgada en 1964 y enmen-
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dada en Corea en 2008), y la norma nacional 008430 para la investigacién en
salud. Ademas, contdé con la aprobacién del Comité de Investigacién en Salud de
la Universidad Pontificia Bolivariana.

Descripcidon de muestras de materia fecal para la estandarizacion
de la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR)

Durante el proceso de estandarizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (qPCR) evaluada en este trabajo se analizaron 20 muestras de heces
humanas. Cuatro de las muestras procedian de una institucion hospitalaria de la
ciudad de Medellin (Colombia), donde fueron usadas para diagnostico clinico y en
las que se habia determinado la presencia de larvas rabditiformes de Strongyloides
stercoralis mediante examen directo de heces y concentracién de Ritchie modifica-
da, sin presencia de otros parasitos intestinales patégenos o comensales. La frac-
cion restante de estas muestras bioldgicas fue anonimizada (razén por la que no se
requirié de consentimiento informado por parte de los individuos de los que proce-
dian) y fue usada en el presente trabajo con propodsitos exclusivos de investigacion.

Las cuatro muestras se emplearon como controles positivos durante todo el proceso
de estandarizacion de la técnica y fueron codificadas como SF1, SF2, SF3 y SF4.
SF1 correspondia a un paciente con un sindrome de hiperinfeccién, determinado
por la observacion de varios estadios del parasito al examen directo, mientras que
los controles SF2, SF3 y SF4 pertenecian a pacientes con cargas parasitarias altas
(sin hiperinfeccidn), establecidas por la visualizaciéon de dos a cinco larvas rabditi-
formes por campo. A estas muestras no se les adiciond ningun tipo de preservante
y fueron almacenadas a -20 °C hasta la extraccién del ADN gendmico.

Las 16 muestras restantes provenian de individuos habitantes de zonas rurales
del departamento del Chocd, Colombia, las cuales mediante examen directo de
heces y concentracion de Ritchie modificada arrojaron resultados negativos para
Strongyloides stercoralis y fueron positivas para otros parasitos intestinales tanto
comensales como patdgenos. La seleccién de estos individuos se realizé mediante
un muestreo por conveniencia y se establecié como minimo un total de 15 partici-
pantes, mayores de edad, de ambos géneros, que decidieron hacer parte del estu-
dio de manera voluntaria y firmaron el consentimiento informado.

Eleccion del protocolo de extraccion
del ADN gendmico a partir de muestras de materia fecal

Aunque diferentes casas comerciales ofrecen estuches especificos para la extrac-
cion de ADN gendmico a partir de muestras de materia fecal de humanos, en la
fase inicial de este estudio se realizé una revisidon de articulos originales cuyo
objetivo habia sido la estandarizacién de protocolos para la detecciéon de para-
sitos intestinales en muestras de materia fecal usando pruebas moleculares,
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en la que se encontré que en su mayoria se usaban protocolos de extraccion
diferentes a los ofrecidos de manera especifica para este propdsito por las casas
comerciales [24].

Con base en lo anterior, para la seleccién de un buen método de extraccién de
ADN gendmico, que permitiera la ejecucién del presente trabajo, se compara-
ron dos estuches comerciales referenciados ampliamente [25,26,33,43] para su
uso, con propdsitos similares al del presente estudio: QIAamp DNA Stool Mini
Kit (QIAGEN®, Hilden, Alemania) y QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN®, Hilden,
Alemania).

De manera independiente se realizd la extraccion de ADN gendmico de las cuatro
muestras de materia fecal positivas (SF1 a SF4) para Strongyloides stercoralis
para comparar y seleccionar el método mas eficiente en términos de calidad y
cantidad de ADN extraido a partir de este tipo de muestras. Para ambos métodos
se realizo la extraccion a partir de 100 mg de materia fecal.

El método comercial QIAamp DNA Stool se aplicé siguiendo las recomendaciones
de la casa fabricante y para el QIAamp DNA Mini Kit se emplearon las modifica-
ciones reportadas por Basuni y colaboradores (2011) [24], en las que se sugiere
la adicién de 200 uL de PBS (del inglés, Phosphate buffered saline; pH 7,2) al 2%
de polivinilpolipirrolidona (PVPP; Sigma, Steinheim, Alemania) y la incubacién de
la muestra a 100 °C durante 10 minutos, seguido de la adicidon a la mezcla de
200 uL del tampon de lisis (ATL) suministrado en el estuche de extraccion y 40
uL de proteinasa K y de la incubacién a 56 °C durante toda la noche; posterior-
mente, se aplico el protocolo como lo especifica el fabricante.

Cada muestra (control positivo) fue extraida por triplicado empleando las mis-
mas condiciones en cada protocolo utilizado. Para verificar la concentracion de
ADN (ng/uL) y el indice de pureza (A260/A280) en cada uno de los ensayos
el ADN obtenido fue analizado en el equipo NanoDrop 2000c® (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, Estados Unidos). A partir de dichos datos se calcu-
laron los promedios y las desviaciones estandar para la concentracion de ADN
obtenida y el indice de pureza de cada método de extraccion por separado, y se
realizé el analisis estadistico empleando el software SPSS para Windows version
21 (IBM Corporation, Nueva York, Estados Unidos).

Ademas de lo anterior, se realizé dilucidon seriada en base 10 a una de las mues-
tras extraidas con cada protocolo para determinar la presencia de inhibidores de
la PCR mediante la comparacion de los valores del ciclo umbral o Ct (del inglés,
threshold cycle), correspondiente al niUmero de ciclo de la PCR en que se detecta
el producto amplificado, obtenidos tanto para la deteccién molecular del parasito
como para el control positivo interno usado en el protocolo de PCR en tiempo
real (véase descripcidén a continuacion).
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Analisis de la especificidad analitica in silico y mediante PCR
convencional de los cebadores elegidos para la amplificacion del
gen 18S del ARN ribosomal

Para la amplificacion especifica del gen 18S del ARN ribosomal de Strongyloides
stercoralis se empled un par de cebadores reportados por Verweij y colabora-
dores (2009) [34]. Para la seleccidn inicial de estos cebadores se considerd el
hecho de que habian sido aplicados en distintas zonas geogréficas, e incluso se
han incorporado en un método pentaplex de PCR en tiempo real para la detec-
cion de geohelmintos, lo que de alguna manera sugeria una especificidad de
los cebadores y la ausencia de reacciones cruzadas con otros parasitos que son
también de alta importancia en nuestro medio, como las uncinarias (Ancylosto-
ma duodenale/Necator americanus) y Ascaris lumbricoides [24].

De manera adicional, la especificidad de los cebadores se verific6 mediante va-
rias herramientas bioinformaticas y con procedimientos de laboratorio, tal como
se explica a continuacidn. Inicialmente, se llevo a cabo un analisis de identidad
de las secuencias de los cebadores usando el programa Nucleotide-BLAST® (del
inglés, Basic Local Alignment Search Tool, NCBI, National Library of Medicine,
Maryland, Estados Unidos); posteriormente, se efectud el analisis de la calidad
del disefio de dichos cebadores usando el software Oligoanalyser 3.1 (Integrated
DNA Technologies, Inc., Iowa, Estados Unidos), seguido de una simulacién de
amplificacién mediante una PCR electrénica en el software FastPCR 6.5 (Primer-
Digital Ltd., Helsinki, Finlandia), equivalente a la PCR in silico.

Previo a la implementacidon del procedimiento de PCR en tiempo real se realizd
una PCR convencional usando un termociclador T100™ (Bio-Rad Laboratories,
California, Estados Unidos), en la que se amplificaron los controles positivos des-
critos anteriormente para verificar el tamafno del amplicon y obtener un producto
de PCR purificado para realizar la secuenciacion bidireccional. Las condiciones
de la PCR se emplearon como las describen Basuni y colaboradores (2011) [24],
aplicando algunas modificaciones en los parametros de concentracién final de
los cebadores (200 nM) y con una disminucién del nUumero de ciclos de 50 a 40.

El producto de amplificacion por PCR de los cuatro controles positivos fue enviado
para secuenciaciéon bidireccional en Macrogen USA (Maryland, Estados Unidos).
Las secuencias obtenidas fueron editadas en el software Chromas Lite version
2.1.1 (Technelysium Pty Ltd., Queensland, Australia) y alineadas en el programa
BioEdit (Biological Sequence Alignment Editor) versién 7.1.9 (Ibis Bioscience,
California, Estados Unidos); posteriormente, se determind el porcentaje de iden-
tidad al comparar las secuencias de Strongyloides stercoralis obtenidas de los
controles positivos frente a las secuencias reportadas en el NCBI mediante un
analisis BLASTn.
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Amplificacion del gen 18S de la subunidad
pequena de ARN ribosomal mediante qPCR

En la gPCR se usaron los cebadores descritos previamente para la amplificacién del
gen 18S del ARN ribosomal de Strongyloides stercoralis y una sonda TagMan (Cus-
tom TagMan®, MGB Probes, Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific, Mas-
sachusetts, Estados Unidos) con una secuencia de 19 nucledtidos especifica para
Strongyloides stercoralis, marcada con FAMTM, previamente descrita por Basuni y
colaboradores (2011) [24], empleando el estuche comercial de Applied Biosystems®
TagMan® Universal PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados
Unidos) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

Para la optimizacién de los parametros de la qPCR para el diagndstico de Strongyloi-
des stercoralis se realizaron modificaciones mediante el uso de gradientes de concen-
tracion para los cebadores y para la sonda. Con el fin de mejorar el rendimiento de la
amplificacion se adicion6 albumina de suero bovino (BSA; Thermo Scientific Bovine
Serum Albumin, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) y dimetil
sulfoxido (DMSO, Fluka-Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania) a concentraciones fina-
les de 0,1 mg/mL y 1%, respectivamente.

En todas la pruebas se introdujo un ADN exdgeno o IPC (TagMan® Exogenous Inter-
nal Positive control, Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
Estados Unidos) como control positivo interno de la reaccidon para evaluar la presen-
cia de inhibidores en las muestras de materia fecal y como control negativo se utilizd
agua ultrapura. El proceso de optimizacion de la gPCR para la deteccién de Stron-
gyloides stercoralis se llevo a cabo en el termociclador ABI Applied Biosystem 7500
fast (Applied Biosystem®, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos).

Evaluacion de la sensibilidad analitica

Para la estimacion de la sensibilidad analitica a partir de una muestra de materia
fecal positiva para Strongyloides stercoralis e identificada previamente median-
te el método de Ritchie modificado se realiz6 el aislamiento de materia fecal en
placa de agar para obtener estadios larvarios del pardsito. Después de evaluar
la positividad del agar, usando un estereomicroscopio, se realizé un lavado de la
superficie de la placa de agar con PBS pH 7, se recolectd el material y se llevd a
cabo el recuento de larvas en una camara UniSYSTEMTM SLIDE-10 (Thermo Fis-
her Scientific, Massachusetts, Estados Unidos).

Posteriormente, se retird la muestra de cada pozo que contenia una, dos y cua-
tro larvas y cada una fue depositada en un vial de 1,5 mL para la extraccién del
ADN. La trasferencia de las larvas a cada vial fue verificada mediante visualizacion
microscépica. El producto de la extraccion de ADN fue cuantificado en el Nano-
Drop 2000c® (Thermo Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) y a partir de la
muestra con cuatro larvas de Strongyloides stercoralis, de la cual se obtuvo una
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concentracion de ADN de 2,6 ng/uL, se realizaron diluciones seriadas en base 10.
Finalmente, para cada concentracién de ADN se realizaron cuatro repeticiones de
gPCR para evaluar la reproducibilidad de los ensayos.

Evaluacion de la especificidad analitica

En la determinacién de la especificidad analitica de la gPCR disenada para la detec-
cion de Strongyloides stercoralis se evalud la existencia de reacciones cruzadas con
otros parasitos intestinales mediante el procesamiento de un grupo de 20 muestras
de materia fecal caracterizadas mediante deteccién microscépica, examen directo
de heces y concentracion de Ritchie modificada. Las muestras que solo contenian
larvas de Strongyloides stercoralis se emplearon como controles positivos.

De manera adicional, se seleccionaron y se procesaron mediante qPCR muestras
positivas para geohelmintos como: Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, An-
cylostoma duodenale/Necator americanus e Hymenolepis nana. Asi mismo, se de-
termind la reactividad cruzada con otros parasitos como Entamoeba histolytica/
Entamoeba dispar, Entamoeba hartmanni, Entamoeba coli, Endolimax nana, Giar-
dia intestinalis, Chilomastix mesnili e Iodamoeba blitschlii. También se emplearon
muestras con poliparasitismo por Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Ancylos-
toma duodenale/Necator americanus e Hymenolepis nana y algunos otros proto-
zoos patdgenos y comensales. Se realizaron tres repeticiones de este ensayo.

Cuatro de los productos de PCR con un valor de Ct entre 35 y 40 obtenidos en
este ensayo fueron tomados al azar para evaluar la presencia o ausencia de ADN
(positividad o negatividad) de Strongyloides stercoralis en un gel de agarosa al
2%, con Ez-visién® (AMRESCO LLC, Ohio, Estados Unidos) como revelador.

Determinacion de la reproducibilidad de la gPCR

Para determinar la eficiencia de la reaccion de gPCR y verificar la linealidad
del método (para evaluar su potencial como método cuantitativo) se construyd
una curva estandar a partir de una muestra de ADN gendmico obtenido de una
muestra de materia fecal sometida a diluciones seriadas en base 10 desde una
concentracion inicial de ADN de 24,8 ng/uL hasta 2,48x10% ng/uL. En la misma
reaccion de gPCR se realizaron tres réplicas por cada dilucidén y se determinaron
el coeficiente de determinacion (R2) y la eficiencia de la prueba con el software
7500 fast v2.0.5 (Applied Biosystem®, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
Estados Unidos); ademas, se verifico dicho calculo usando el programa SPSS
version 21.

Las mismas diluciones en base 10 descritas anteriormente se sometieron a tres
reacciones de qPCR en un mismo dia para determinar la reproducibilidad intraen-
sayo, y en tres dias diferentes para comprobar la reproducibilidad interensayo.
Los productos amplificados mediante qPCR en cada uno de los ensayos fueron
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analizados en una electroforesis en gel de agarosa al 2% usando GelRed (Ther-
mo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) como reactivo intercalante
para la visualizacion de las bandas de ADN vy la verificacion de la presencia del
producto de PCR esperado.

Resultados

Extraccion de ADN gendmico de Strongyloides stercoralis

El estuche de extraccion de ADN gendmico que mostré mejores resultados en
cuanto al indice de pureza del ADN obtenido luego del procedimiento fue el QIA-
amp DNA Mini Kit bajo las modificaciones del protocolo reportado por Basuni y
colaboradores (2011) [24]. El promedio de la concentracién de ADN (ng/uL) y la
pureza (indice 260/280) para los cuatro controles positivos extraidos con el es-
tuche QIAamp DNA Stool Mini Kit fue de 26,8 ng/uL, 55,3 ng/uL, 3,5 ng/uL y 2,3
ng/puL y 1,33, 2,2; 2,1y 2,8, respectivamente. Entretanto, las muestras de ADN
de los cuatro controles extraidas con el QIAamp DNA Mini Kit con las modificacio-
nes de Basuni y colaboradores (2011) [24] tuvieron una concentracion de ADN y
una pureza de 14,9 ng/uL, 25 ng/uL, 10,1 ng/uL y 25 ng/uLy 1,8, 2,0,1,7y 1,6,
respectivamente.

La comparacion de resultados obtenidos con cada método no mostré diferencias
significativas en cuanto a la concentracion de ADN obtenida por ambos métodos,
pero si al indice de pureza del ADN extraido (véase tabla 1). También se obser-
varon diferencias en el valor de Ct obtenido en la gPCR para una misma mues-
tra control positivo, analizada por duplicado y extraida usando ambos métodos
(véanse figuras 1 y 2). En relacion con las muestras extraidas utilizando el QIA-
amp DNA Stool Mini Kit, cuyo Ct fue de 33, al realizar una dilucién de la muestra
no se evidenciaron cambios significativos en el valor de Ct en comparacion con la
muestra sin diluir.

Estadistico” QIAam DNA Stool Mini Kit QIAamp DNA Mini Kit
Concentracion Indice de pureza Concentracién indice de pureza
Media 22,0 2,1 20,4 1,8
Mediana 17,0 2,4 18,0 1,8
Desviacion 24,4 0,6 9,4 0,1
estandar
Valor p** 0,5512 0,028° = =

* U de Mann-Whitney

** Valor p<0,05

a Valor p para la comparacién de la concentracién de ADN obtenida por ambos métodos

b Valor p obtenido al comparar el indice de pureza (A260/A280) del ADN extraido con cada método
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. Control positivo

I control positivo
interno (IPC)

Ciclo de amplificacion

Figura 1. Curva de amplificacién (Ct) de un control positivo para Strongyloides stercoralis extraido con
QIAamp DNA Mini Kit y DNA Stool Mini Kit. Valores del ARn para cada ciclo de amplificacion. A. Curva
de amplificacion de un control positivo extraido con QIAamp DNA Mini Kit (Ct=28) y el Ct del control
positivo interno (Ct=29). B. Curva de amplificacién del mismo control positivo extraido con DNA Stool
Mini Kit (Ct=35) y el Ct del control positivo interno (Ct=36). ARn: magnitud de la sefial generada bajo
las condiciones de la PCR.

SF1
M sr2
M 53
W sra

Ciclo de amplificacion

Figura 2. Valores umbral del ciclo de amplificacion (Ct) de los cuatros controles positivos para Strongyloi-
des stercoralis mediante examen directo de heces. La linea verde azul (SF1) corresponde a una muestra
de una persona con hiperinfeccion (Ct=22), las lineas azul oscuro y morado (SF3 y SF2, respectivamente)
corresponden a muestras de pacientes con cargas parasitarias altas (Ct=23) y la linea fucsia (SF4) tam-
bién a la muestra de un paciente con una carga parasitaria alta (Ct=25).

Especificidad analitica in silico y amplificacion del gen 18S de la
subunidad pequena de ARN ribosomal mediante PCR convencional

El analisis de especificidad de los cebadores estimado mediante BLASTn mostré
100% de identidad con secuencias parciales del gen 18S de la subunidad pequefa
del ARN ribosomal reportadas en el GenBank para Strongyloides stercoralis, con
codigos de acceso KF926661 y KF926662, correspondientes a especimenes del
parasito aislados en Camboya [44].
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La temperatura de fusién (Tm; del inglés, melting temperature) béasico de cada
cebador fue de 54,2 °C y 56,5 °C, y la temperatura de alineamiento (del inglés,
annealing temperature) estuvo entre 60 °C y 64 °C. No se evidencié formacién
de bucles ni dimeros de cebadores. Los resultados de la PCR electrénica mos-
traron el sitio exacto de hibridacion de los cebadores en secuencias parciales y
en la secuencia completa del gen 18S de la subunidad pequefa del ARN riboso-
mal de Strongyloides stercoralis reportadas en la pagina de la NCBI. La unién
del cebador hacia adelante (forward primer) se produjo en los nucleétidos en
la posicidon 1.548-1.575 y del cebador reverso (reverse primer) en la posicion
1.626-1.648 en la secuencia completa del gen 18S de Strongyloides stercoralis
reportada por Putland y colaboradores (1993) [45], cddigo de acceso en el Gen-
Bank M84229.1, y en la secuencia parcial reportada por Dorris y colaboradores
(2000) [46], cédigo AF279916.2.

El analisis de las secuencias parciales del gen 18S de la subunidad pequeia
del ARN ribosomal obtenidas mediante PCR convencional para los controles
positivos (SF1, SF2, SF3 y SF4) presentd un porcentaje de identidad entre el
97% vy el 100% con las secuencias completas de este mismo marcador mole-
cular reportadas para Strongyloides stercoralis por los Centros para el Control
y la Prevenciéon de Enfermedades (CDC; del inglés, Centers for Disease Control
and Prevention) en el GenBanK con codigo de acceso M84229.1 [46] y para la
secuencia parcial con cédigo KF926662.1 reportada por Schar y colaboradores
(2014) [44] en aislados de este nematodo en Camboya.

Evaluacién de la sensibilidad analitica de la qPCR

El procedimiento de qPCR se estandarizé en un volumen de reaccién final de 25
uL. El perfil térmico utilizado en la qPCR fue: paso inicial de pre-PCR a 60 °C por
1 minuto, 95 °C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacién
a 95 °C por 15 segundos, alineamiento a 60 °C por 1 minuto y pos-PCR a 60
°C por 1 minuto. Algunos de los analisis de la fase de estandarizacién fueron
realizados sin la inclusion de los pasos de pre-PCR y pos-PCR en el perfil térmico
utilizado en la gPCR.

El valor de Ct obtenido con la gPCR estandarizada para las cuatro muestras de
los controles positivos, los cuales presentaban diferentes cargas parasitarias
determinadas mediante microscopia, oscilé entre 20 y 29. El valor de Ct para
SF1 fue de 23, el valor de Ct para SF2, SF3 y SF4 oscilé entre 26 y 29. Con
base en esta informacién y teniendo en cuenta las especificaciones del equipo
para este tipo de protocolo (40 ciclos de reaccidn), en las que se sugiere que las
amplificaciones con mas de 35 ciclos se pueden deber a una cantidad de ADN
demasiado baja o casi nula, o a contaminacién de la muestra, se establecieron
como muestras negativas para Strongyloides stercoralis aquellas que presenta-
ron un Ct mayor o igual que 35,00, como indeterminadas las que presentaron
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un Ct entre 30,00 y 34,99, y como positivas las que presentaron un valor de Ct
menor o igual que 29,99.

Evaluacion de la especificidad analitica de la gPCR

La concentracion de ADN obtenida a
partir de una larva de Strongyloides
stercoralis fue de 0,9 ng/uL, de dos lar-

vas de 1,2 ng/uL y de cuatro larvas de Concentracion de Diluciones  Promedio de
2,6 ng/uL. En el andlisis de sensibilidad  ADN obtenida a seriadas amplificacién

analitica estimado para la qPCR fue po- Ear'\f;rsde cuatro (ng/ut) (€0
sible detectar con certeza la positividad 550 ng/100 L 0,2 31,23
de la muestra hasta la concentracién 8,2 gg,z
minima de 0,9 ng/pL de ADN gendmico, 0.9 29.93
estableciéndose este dato como el limi- é:g ;‘3‘:8;
te de deteccion de esta prueba (véase 10,0 23,90
13,0 23,78

tabla 2). Esto basado en los puntos de
corte establecidos previamente para el
valor del Ct, considerando los resultados
obtenidos con los controles positivos evaluados durante la estandarizacion de la
prueba.

Ct: valores umbral del ciclo de amplificacion obtenido
para cada una de las concentraciones empleadas

En el analisis de especificidad analitica de la qPCR se detectd un valor Ct mayor
que 35, que no representaban un aumento significativo en la fluorescencia emi-
tida, en todas las muestras que fueron positivas para otros parasitos intestinales
diferentes de Strongyloides stercoralis en el analisis microscopico de heces tales
como: Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Uncinarias (Ancylostoma duo-
denale/Necator americanus), Hymenolepis nana, Entamoeba histolytica/Enta-
moeba dispar, Entamoeba hartmanni, Entamoeba coli, Endolimax nana, Giardia
intestinalis, Chilomastix mesnili e Iodamoeba blitschlii, lo que sugiere que no
existe una reaccién cruzada entre la deteccion del ADN de Strongyloides sterco-
ralis y la de ninguno de estos parasitos (véase tabla 3); ademas, en el analisis de
los productos de amplificacién de la qPCR en gel de agarosa en cuatro de los pro-
ductos que presentaban un Ct igual a 37 y 38 no se observaron bandas, lo que
confirma su negatividad para Strongyloides stercoralis (datos no mostrados).

Determinacion de la reproducibilidad de la gPCR

En la evaluacién de la curva estandar analizada mediante gPCR a partir de las di-
luciones seriadas en base 10 desde una concentracion de ADN gendémico de 24,8
ng/uL hasta 2,48x10°15 ng/uL se detectd una eficiencia de -77,5 y un coeficiente
de correlacion de 0,83 (coeficiente de determinacion ajustado: 0,79; intervalo de
confianza del 95%: 0,242-0,767) (véase figura 3).
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Cddigo muestra Parasitos intestinales detectados en examen Ct control positivo Ct
directo de heces interno (IPC)

Control positivo (SF1)  Strongyloides stercoralis 33 24

Control positivo (SF3)  Strongyloides stercoralis 33 29

Control negativo (CN)  Mix+agua ultrapura 28 40

Control negativo (CN)  Mix+agua ultrapura 28 40

1 Ancylostoma duodenale/Necator americanus, 28 38

Trichuris trichiura y Ascaris lumbricoides

2 Trichuris trichiura y Ascaris lumbricoides 28 38

3 Ancylostoma duodenale/Necator americanus, 28 37
Trichuris trichiura, Ascaris lumbricoides e Hyme-
nolepis nana

4 Ascaris lumbricoides 28 37

5 Hymenolepis nana 28 40

6 Hymenolepis nana, Trichuris trichiura, Ascaris 28 40
lumbricoides y Giardia intestinalis

7 Hymenolepis nana, Ascaris lumbricoides y Tri- 28 40
churis trichiura

8 Trichuris trichiura 28 37

9 Hymenolepis nana, Trichuris trichiura y Ancylos- 28 40
toma duodenale/Necator americanus

10 Hymenolepis nana y Trichuris trichiura 28 38

11 Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, Enta- 28 40
moeba hartmanni, Entamoeba coli y Chilomastix
mesnili

12 Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar, Enta- 28 38

moeba hartmanni y Entamoeba coli

13 Iodamoeba blitschlii, Endolimax nana, Ascaris 28 39
lumbricoides, Trichuris trichiura y Ancylostoma
duodenale/Necator americanus

14 Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura, Enta- 28 40
moeba histolytica/Entamoeba dispar, Iodamoeba
bltschlii e Hymenolepis nana

15 Ascaris lumbricoides, Giardia intestinalis, Enta- 28 37
moeba coli y Chilomastix mesnili

16 Ascaris lumbricoides, Hymenolepis nana, Enta- 28 38
moeba histolytica/Entamoeba dispar, Iodamoeba
bltschlii y Giardia intestinalis

Ct: valores umbral del ciclo de amplificacion
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Figura 3. Curva estandar para determinar la eficiencia de la qPCR.

En cuanto a la reproducibilidad de la gqPCR estandarizada utilizando estas mismas
concentraciones de ADN se observaron valores de Ct similares tanto al analizar
simultaneamente tres reacciones de PCR (reproducibilidad intraensayo) como en
tres dias diferentes (reproducibilidad interensayo). Independientemente del dia y
del ensayo el valor de Ct oscilé siempre entre 20,0 y 29,8 para todas las concen-
traciones probadas (véase figura 4). Esta comparacién arrojé un coeficiente de
correlacion intraclase de 0,882 (intervalo de confianza del 95%: 0,478-0,973).

Discusion

En el presente estudio se estandarizé una qPCR para el diagndstico de Strongyloi-
des stercoralis al amplificar un fragmento de 101 pb del gen del 18S del ARN riboso-
mal. Cabe destacar que para la estandarizacion de métodos basados en la deteccion
de ADN es necesaria la implementacidon de técnicas de extraccidn muy eficientes
gue permitan mejorar la pureza del ADN extraido y, por ende, el rendimiento [47].

Los resultados obtenidos en la evaluacion de los protocolos de extracciéon indican
que el ADN extraido a partir de materia fecal empleando el estuche comercial
QIAamp DNA Mini Kit de QIAGEN® con las modificaciones hechas por Basuni y
colaboradores (2011) [24] arrojé una menor concentracién de ADN, pero mostré
una mejor pureza que el extraido con los otros protocolos empleados; ademas,
el tiempo de procesamiento de la muestra posterior a la incubaciéon es menor en
este protocolo. Debido a que la pureza del ADN puede afectar en mayor grado el
desempefio de la PCR es preciso que el método de extraccién empleado propor-
cione un ADN no degradado, sin proteinas e inhibidores, que permita resultados y
patrones reproducibles [48].
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Ct promedio Dést‘g:é':,"

I 24,8 ng/uL

2,48 ng/uL

B 0.0248 ng/uL

l 2,48x10° ng/pL
2,48x10° ng/uL
2,48x10™ ng/uL
2,48x10" ng/uL

29,76 0,05

Ciclo de amplificacion

Ciclo de amplificacién Ciclo de amplificacién

Figura 4. Curvas de amplificacion de diluciones de los controles positivos, concentracion inicial: 24,8 ng/
WL y concentracion final 2,48x10-15 ng/uL. Ct: valores del ciclo umbral de amplificaciéon. En A, By C se
muestran las curvas de amplificacién correspondientes a reacciones corridas en tres dias diferentes. Cada
color representa una concentracidon de la muestra. También se incluyen los valores de Ct promedio y la
desviacion estandar de cada uno.

Al comparar la amplificacién mediante gPCR del ADN extraido con los protocolos
QIAamp DNA Stool Mini Kit de QIAGEN® y QIAamp DNA Mini Kit de QIAGEN® con
las modificaciones propuestas por Basuni y colaboradores (2011) [24] se encontrd
que las muestras extraidas con el segundo método exhibieron un Ct menor, lo que
indica que, aunque el protocolo de QIAamp DNA Stool Mini Kit es especifico para
la extraccion de acidos nucleicos a partir de muestras de materia fecal y arrojo
una mayor concentracion de ADN de Strongyloides stercoralis, la presencia de
proteinas en las muestras extraidas con este estuche puede generar deficiencia
en la amplificacion [49].

Los hallazgos en la evaluacion de los cebadores demostraron que son especificos
para la deteccion de Strongyloides stercoralis, con un porcentaje de identidad
del 100% al utilizar las secuencias parciales del parasito reportadas en la NCBI.
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Sumado a esto, en el analisis realizado en el programa Oligoanalyzer y en la
PCR electrénica, los parametros como el contenido de guanina-citosina (G-C), la
temperatura de fusién (Tm) y la temperatura de alineamiento fueron similares.
El hecho de que los cebadores arrojen un alto porcentaje de identidad con las
secuencias de Strongyloides stercoralis favorece la especificidad de la gPCR; ade-
mas, la longitud de estos (28 pb y 23 pb) disminuye la posibilidad de formacion
de estructuras que interfieran con el alineamiento [50].

Otro aspecto a resaltar en el presente estudio es el valor del ciclo umbral o Ct
obtenido para los diferentes controles. La muestra de materia fecal procedente de
un paciente con hiperinfeccién arrojé un valor de 23, mientras que para los demas
controles positivos procedentes de pacientes con cargas parasitarias altas el valor
de Ct estuvo en aumento. En concordancia, Schar y colaboradores (2013) [26]
observaron un aumento en el valor del Ct obtenido de muestras de materia fecal
de personas asintomaticas, las cuales presentaban cargas parasitarias bajas ob-
servadas mediante examen microscopico; no obstante, para establecer la relacién
existente entre la carga parasitaria y la eficiencia de la amplificacion mediante
gPCR se requiere de futuros estudios que evallen la correlacion entre el valor de
Ct obtenido y la intensidad de la infeccién por Strongyloides stercoralis. Es de re-
saltar que en algunos instructivos de equipos de PCR en tiempo real se especifica
que los valores de Ct mayores o iguales a 35 pueden indicar una baja cantidad de
ADN molde en la muestra o contaminaciéon ambiental de esta [51], por lo que es
necesario recurrir a la evaluacién de los productos de amplificacion mediante un
gel de agarosa para verificar el tamafio del amplicén obtenido [52].

En cuanto a los ensayos de reproducibilidad se observd la falta de linealidad en los
datos obtenidos en la curva estandar de la gPCR cuando las concentraciones de
ADN disminuyen en la muestra, lo que sefiala que a menor cantidad de ADN ana-
lizada el rendimiento de la PCR disminuye [47]. Para esto, se podria implementar
un método de concentracion previo a la extraccion para garantizar cantidades
suficientes de ADN en las muestras a analizar, ya que se observa una buena re-
producibilidad y linealidad del método a altas concentraciones de este.

Estudios previos, en los cuales se han valorado varios protocolos de extraccion
de ADN a partir de muestras de materia fecal en funcién del rendimiento y la efi-
ciencia de la PCR [53-55], han sugerido que el tratamiento de las muestras con
métodos fisicos como la sonicacidn o la incubacion a temperaturas entre 50 °C y
100 °C, con el uso de enzimas como la proteinasa K, mejoran la eficiencia y rendi-
miento de la técnica. Aunque en el presente estudio se emplearon algunos de los
tratamientos sugeridos en dichas investigaciones es necesario enfocar esfuerzos
técnicos adicionales para optimizar ain mas los procedimientos de extraccion de
ADN gendmico a partir de muestras de materia fecal que mejoren el desempefio
y la eficiencia de la gPCR evaluada.
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La sensibilidad analitica de la gqPCR evaluada en este trabajo para la deteccidon de
Strongyloides stercoralis al emplear cuatro controles positivos (detectados por mi-
croscopia) fue del 100%, similar a lo reportado por Sultana y colaboradores (2013)
[33], donde la gPCR estandarizada detecté el 100% de las muestras analizadas que
tenian cargas parasitarias altas. Esto sugiere la importancia de la concentracion de
ADN en la muestra para obtener resultados positivos confiables mediante qPCR.

Es importante resaltar que el analisis de las secuencias de los cuatro productos de
amplificacion obtenidos presentd un porcentaje de identidad entre el 98% y el 100%
con Strongyloides stercoralis, y que la especificidad, la sensibilidad y la reproduci-
bilidad de los cebadores utilizados para la deteccién de Strongyloides stercoralis se
ha comprobado y ha sido reportada por diferentes autores para la implementacion
de diferentes tipos de PCR como PCR convencional, PCR multiplex y qPCR [34].

Conclusiones

En este estudio la gPCR evaluada para la deteccién de Strongyloides stercoralis
presento altos valores de sensibilidad y especificidad, con una buena correlacion
de las cargas parasitarias altas detectadas con la positividad por microscopia de
muestras de materia fecal. Sin embargo, con el alcance del presente trabajo aun
no es posible interpretar la utilidad clinica de esta técnica para este fin. A futuro,
en nuestro grupo de investigacion, el proceso de validacion de esta qPCR se rea-
lizard en tres grupos de participantes con diferentes condiciones epidemioldgicas
para adquirir la estrongiloidiasis: un grupo de una zona geografica con condiciones
favorables para adquirir infecciones parasitarias por geohelmintos, otro con con-
diciones menos favorables para adquirir la infecciéon y un altimo conformado por
personas con inmunosupresion controlada mediante el uso de corticosteroides.
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