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stamos a punto de comenzar el afio

2025 que marca el inicio de un nuevo

cuarto del actual siglo XXI en el que
confiamos en que no vuelva a suceder ninguna
de las situaciones catastréficas que han so-
brevenido. Calor y sequia extremos, incendios
devastadores, huracanes y ciclones en diferen-
tes partes del mundo e inundaciones y lluvias
torrenciales en Espafia, ademds de todos los
conflictos bélicos activos a nivel mundial.

El dltimo ndmero de la revista Parajournal publicé
los resimenes presentados en el XXIll Congre-
so de la Sociedad Espafiola de Parasitologia
(SOCEPA), celebrado el pasado septiembre en
Sevilla, pero en este sexto volumen volvemos a
poner a disposicién de los lectores las secciones
clésicas de la publicacién.

La primera seccién, dedicada a la historia de la
Parasitologia, incluye en esta ocasién los trabajos
premiados en el | Homenaje “Salamanca: por
Caijal y la Ciencia”, donde se convocé el | Premio
de Divulgacién Cajal y la Parasitologia, en rela-
cién al estudio de D. Santiago Ramén y Cajal de
los pardsitos y las enfermedades que ocasionan.
Los trabajos premiados “Una relacién para la
Historia” y “Los pardsitos en tiempos de Cajal”
estén precedidos por un resumen realizado por
el Prof. Antonio Muro, sobre la contribucién de
Ramén y Caijal en la erradicacién de enfermeda-
des como la malaria, en el que relata cémo fue
denunciado por un comandante del campamen-
to por pasar muchas horas, segin sus palabras,
“mirando por un tubo”, situacién en la que se
pueden ver reflejados numerosos parasitélogos,
incluso en la actualidad.

€

La segunda seccién de Parajournal contiene
revisiones de tesis doctorales y trabajos de fin
de grado cuya difusién resulta muy Gtil para la
actualizacién de nuestros materiales diddcticos.
Las introducciones de las cinco tesis recibidas
para su publicacién, incluyen la importancia
de Acanthamoeba en el dmbito hospitalario,
una revisién histérica del tratamiento frente a
Trichomonas vaginalis, asi como, dos revisiones
sobre zoonosis emergentes y ofra sobre métodos
de control de nematodos gastrointestinales.
También se incluye un interesante TFM que
revisa la reaparicién de la infeccién latente
de Strongyloides stercoralis en pacientes que
reciben terapia inmunosupresora por COVID-19
ademds de ofros dos trabajos sobre Blastocystis
spp. y Naegleria fowleri.

en este sexto volumen
volvemos a poner a
disposicion de los lectores
las secciones cldsicas

de la publicacion
24

La seccién dedicada a Investigaciones breves,
contiene una sinopsis de una tesis doctoral so-
bre la epidemiologia de Trichomonas vaginalis
en Madrid y cuatro resimenes de articulos
previamente publicados, uno de ellos sobre la
prevalencia de la anisakiosis en Madrid tras
20 afos de Legislacién preventiva.



La seccién de Misceldnea publica articulos en
formato libre sobre cualquier campo de interés
en Parasitologia. En esta ocasién ofrece, entre
otras cosas, los resultados de un proyecto de
innovacién educativa sobre la implementacién
de un sitio web de e-Parasitologia en una uni-
versidad. También se incluyen las dos imagenes
premiadas en el concurso de fotografia convoca-
do en el pasado XXIIl Congreso de la SOCEPA
tituladas “Imagen pseudocoloreada de micros-
copia electrénica de barrido de biofilms in vitro
de Lotmaria passim” y “Miradas mirantes”.

La publicacién de este nimero coincide con el
final de afio y la Navidad, momento muy es-
perado por diferentes motivos por muchos de
nosotros. Puede que algunos estén esperando los
regalos de los Reyes Magos y si contemplamos
este hecho desde el punto de vista parasitolégico,
la mirra despierta nuestra curiosidad, a pesar
de que para algunos simbolizaba la brevedad de
la vida, por su uso en el arte de embalsamar a
los muertos.

La mirra es el aceite esencial obtenido de un ar-
busto lefioso de la especie Commiphora myrrha,
producida principalmente en Somalia, Etiopia y
el sur de la Peninsula Arébiga y ha sido utilizada
desde tiempos remotos, tal y como aparece en
los escritos de Herédoto o en el Papiro Ebers.
Sus usos principales estaban encaminados a
momificar y embalsamar, como vulnerario y
para frenar hemorragias, aunque, ya en escritos
sumerios, se detalla su uso para el tratamiento
de gusanos intestinales y fue usada por médicos
medievales por sus propiedades antidiarreicas.

€€ 1, mirra despierta nuestra
curiosidad, a pesar de que
para algunos simbolizaba
la brevedad de la vida,
por su uso en el arte de
embalsamar a los muertos.

?)

De la misma manera que en el antiguo Egipto
ya era recolectada la resina de mirra y se pre-
paraban recetas para su uso, los parasitélogos
egipcios modernos han estudiado su eficacia en
el tratamiento de Fasciola hepatica, Schistosoma
haematobium y Schistosoma mansoni, asi como,
su actividad molusquicida sobre hospedadores
intermediarios de S. mansoni.

Algunos cientificos buscan su eficacia contra
Plasmodium spp. basdndose en el enorme poten-
cial de los productos naturales contra la malaria
(quinina de especies de Cinchona y artemisinina
de Artemisia annua). Otros han demostrado su
eficacia en mujeres infectadas con Trichomonas
vaginalis resistente al metronidazol y al tinidazol.

De igual modo se ha probado, ocasionalmen-
te con éxito, en artrépodos, como garrapatas
de aves de corral (Argas persicus), garrapata
marrén del perro (Rhipicephalus sanguineus)
o larvas de Aedes aegypti, contribuyendo a
la bisqueda de métodos de control de pla-
gas novedosos y ecoldgicos. En este sentido,
hay que resaltar que la revista Science acaba
de presentar los diez avances cientificos mds
destacados de 2024, entre los que incluye un
innovador pesticida a base de ARN que ataca
plagas, aprobado por la Agencia de Proteccién
Ambiental de Estados Unidos, disefiado contra
el escarabajo de la patata, pero que esperan
adaptar para intentar controlar otros artrépodos.
Es digno de mencién que la empresa inventora
estd desarrollando otro pesticida para matar al
d4caro Varroa parésito de abejas.

En nombre de la Junta Directiva de la SOCEPA
deseamos, a todos los miembros de la misma, un
afio 2025 lleno de salud, alegria y éxitos profe-
sionales y personales.

Muchisimas gracias,

Carmen Cuéllar del Hoyo
Presidenta Sociedad Espartiola de Parasitologia
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RECORDANDO AL DOCTOR MANUEL ELKIN PATARROYO

Maestro

Ouerido:

Nunca me gusté el mes de enero. De nifio mi madre no me dejaba salir. Decia que hacia
mucho frio y me resfriaria. Ademds, faltaba mucho tiempo para que regresaran los Reyes
Magos cargados de sorpresas. Recuerdo a mi padre que comentaba la dificultad para
superar la cuesta de enero. En definitiva, nunca me gusté el mes de enero.

Cuando ya tuve independencia y
capacidad de decisién, me iba a un pais
célido. Concretamente al laboratorio
dirigido por el Profesor Hillyer en la
preciosa isla de Puerto Rico, mi director
en mi época postdoctoral. Alli aprendia
trabajar con los parésitos tropicales, a los
que he dedicado toda mi vida. Siempre
he pensado que dlli se llevaba mejor este
desapacible mes.

El 14 de enero de 2022, murié mi padre.
Tres afios después, acaba de fallecer el
Dr. Manuel Elkin Patarroyo, también en
el mes de enero, el 9 del 2025. Me lo
acaba de comunicar su entrafiable hijo
Manuel Alfonso Patarroyo. Mi padre,
Eugenio Muro, fue mi maestro en la
infancia. Manuel Elkin también fue mi
maestro. Lo conoci en el primer congreso
cientifico al que asisti. Ain era estudiante
del ¢ltimo curso de la Licenciatura de
Medicina y me quedé estupefacto cuando
escuché la conferencia de apertura. La
impartia un cientifico colombiano de
mediana edad con mirada inteligente,

de nombre Manuel Elkin Patarroyo.

Me parecia que estaba escuchando un
relato como si lo contara Garcia
Marquez, pero de ciencia. Explicaba con
gran claridad y extrema rotundidad sus

trabajos realizados para el desarrollo de
una vacuna de sintesis quimica frente a la
malaria.

Un avance sin parangdn para detener
esta maliciosa enfermedad. Me cautivaron
sus primeras palabras, cargadas de
sabiduria e ingenio, dejando “clarito”
(como él decia) las complejas relaciones
para poder entender a un pardsito astuto
que utiliza todos sus recursos para entrar
en las células, recorriendo nuestro
organismo y pudiendo llegar a causar
dafios cerebrales graves.

Establecimos una relacién més allé de lo
profesional, més bien familiar. Cada vez
que iba a Bogotd, me alojaba en su casa
y entre sus admirables cuadros charldbamos
de cienciq, arte, misica, literatura, de los
devaneos politicos y de la vida en todos
sus aspectos. Me llamaba “Tofiete” y con
ese gracejo inteligente describia magis-
tralmente cémo habia llegado a disefar
una metodologia légica y racional para
el desarrollo de vacunas. Era el mayor de
los hermanos. Uno de ellos me contaba
que de nifio le hicieron unas pruebas en
el colegio cuyos resultados revelaron un
elevado indice intelectual. De las muchas
anécdotas de Manuel Elkin, me llamo la
atencién cuando me decia que leyendo



de pequefio los experimentos realizados por
Pasteur o Kock, supo con claridad a lo que
iba a dedicar su vida. Recuerdo que la
primera noche, durmiendo en su casa, me
desperté muy temprano como consecuencia
del jet lag. Serian las tres de la madrugada.
Vi una luz en el salén y alli estaba Manuel
Elkin rodeado de articulos cientificos,
leyéndolos en profundidad. Me dijo:
“Tohete, tengo la suerte de ser insomne,
solamente necesito dormir tres horas y asi
tengo mds tiempo para estudiar”.

Si tuviera que elegir la cualidad que més me
ha llamado la atencién de Manuel Elkin, es
sin duda su profunda humanidad. Era un
humanista convencido ya que defendia la
dignidad humana, el carécter racional de
las personas, su autonomia, libertad y la
capacidad de transformacién de la historia y
la sociedad. Ademés lo trasladaba a todas
las facetas de su vida. Siempre me impresiond
cuando llegaba a un hotel. A todo el mundo
le llamaba por su nombre, como si lo
conociera de toda la vida. Los trataba con
una educacidén exquisita: recepcionistas,
camareros, el gerente del hotel. Todos se
desvivian por atenderlo. Sin embargo, a
veces, su excesivo humanismo le supuso
algin que otro disgusto.

En estos momentos de tristeza afloran
muchos recuerdos. Ahora son duros, luego
el tiempo se encargard de suavizarlos y
sonreiremos cuando nos acordemos de fi.
Tu pérdida serd insustituible, pero tu legado
cientifico siempre nos quedard. Podemos
leer los 388 articulos que refiere a dia de
hoy PubMed. Me viene a la mente un
recuerdo que me llamaba mucho la
atencién; cuando venias a Espafia siempre
traias las publicaciones del dltimo afio, en
algunos casos eran mds de treinta y no solo
en uno, sino en varios paquetes. Yo pensaba
en lo convencido que estabas en demostrar
al mundo el trabajo realizado por la Funda-
cién Instituto de Inmunologia de Colombia
(FIDIC). Como decia Ramén y Cajal “con
perseverancia y dedicacién conseguiremos
todo lo que nos propongamos”.

11

Si tuviera que elegir

la cualidad que mas me
ha llamado la atencion
de Manuel Elkin,

es sin duda su
profunda humanidad.

»

Mi querido maestro, mi adorable Manuel
Elkin: descansa en paz, ya que tienes la
gran suerte de tener a una persona que
continuard con este gran proyecto. Igual
que quisiste ser como Kock o Pasteur, tu
hijo Manuel Alfonso Patarroyo seguird
con tu legado y algin dia podrés alegrarte
por los resultados de las semillas que
sembraste.

Hasta siempre.

Antonio Muro

Catedrético de Parasitologia de la Universidad de Salamanca.
Expresidente de la Sociedad Espafiola de Medicina Tropical (SEMTSI)
Expresidente de la Sociedad Espafiola de Parasitologia (SOCEPA)
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n el marco del , que se celebré el
miércoles 10 de abril de 2024 en el Teatro Liceo de Salamanca, fueron entregados los
galardones correspondientes a la primera edicién de los Premios Ramén y Cajal. Con motivo
de la celebracién, la Sociedad Espafiola de Parasitologia (SOCEPA) convocé el
con el objeto de promocionar y ampliar el conocimiento
cientifico especificamente en la relacién que tuvo D. Santiago en el estudio de los pardsitos y las
enfermedades que ocasionan.

Y
entonces presidente de la Sociedad Espafiola de Parasitologia, participd en la entrega de premios

realizando un resumen sobre la contribucién de Santiago Ramén y Cajal en la erradicacién de
enfermedades como la malaria.

El fue para los investigadores ,
de la Universidad de Almeria, por y ,
de la Universidad Complutense de Madrid, por . Ambos trabajos

abordan el tépico de la Parasitologia desde la perspectiva cronolégica de Santiago Ramén y Caijal.
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CAJALY
LA MALARIA

ajal confesaba a un compafiero de estudios: “Me devora la sed insaciable de libertad y de

emociones novisimas. Mi ideal es América, singularmente la América tropical”. Con estas

ideas, ingresé en el cuerpo de Sanidad Militar en 1873, ascendié a capitdn médico y fue
destinado a Cuba en plena guerra de la independencia, conocida como “Guerra de los diez afios”,
entre 1868 y 1878.

Partié de la ciudad de Cadiz a bordo del Vapor “Correo Guipizcoa”, desembarcando en La Habana
en la primavera de 1874. Al llegar a la isla, se encontré con un disefio estratégico para la defensa,
basado en caminos con altas vallas que atravesaban el territorio de lado a lado, disecciondndolo con
precisidn quirtrgica. Este sistema se denominaba: “trochas”. En ellas se distinguian torres de vigilancia,
pequefios fuertes y espacios destinados al almacenamiento de alimentos, enseres y a la atencién de
los enfermos en forma de pequefios hospitales y enfermerias.

Santiago Ramén y Caijal presté servicios médicos en los campamentos de Vista Hermosa y de San
Isidro, ambas dreas de dificil acceso con abundante vegetacién y zonas pantanosas potencialmente
peligrosas para la salud. El hospital de Vista Hermosa disponia de 200 camas instaladas en un barra-
cén techado con hojas de palma donde Caijal instalé un improvisado laboratorio contiguo a la sala
de atencién a los enfermos. Estos, en su mayoria, padecian paludismo, disenteria o tuberculosis. Fruto
de su aficién por la fotografia y la observacién, y siempre acompafiado de un microscopio, buscaba
algln signo que explicara las dolencias en muestras de aguas estancadas. Fue denunciado por un
comandante del campamento por pasar muchas horas, segin sus palabras: “mirando por un tubo”,
y pidid su sustitucién inmediata. Pero ésta no se llevé a cabo, ya que poco tiempo después ocurrié lo
evidente, Cajal enfermé de malaria y su salud se debilité paulatinamente con episodios frecuentes de
fiebres periédicas y anemia que le producia un acusado cansancio, lo cual le imposibilitaba atender
adecuadamente a sus pacientes. Sin embargo, postrado en la cama, usaba sus mermadas fuerzas
para estudiar inglés y asi estar al dia sobre los avances cientificos procedentes del mundo anglosajén.



pesar de las denuncias que realizé sobre el sistema de trochas como fuente insalubre y

causa de muchas de las enfermedades que padecian los soldados, sus demandas no fueron

atendidas y poco tiempo después fue trasladado al campamento de San Isidro, donde la
situacién sanitaria era peor que en Vista Hermosa. Su salud fue empeorando y tras ser diagnosticado
de paludismo con graves secuelas, fue declarado indtil para la guerra. De esta manera y tras muchos
sin sabores pudo regresar a la peninsula a bordo del Vapor Espafia, que atracé en Santander el 16
de junio de 1875.

Con el dinero que le debian de sus servicios prestados, adquirié a su regreso un microscopio, un
micrétomo y diversos reactivos que le permitieron montar su primer laboratorio en Zaragoza. Su
aspecto fisico en nada se parecia al del joven que habia partido a Cuba un afio antes, pero tras pasar
un tiempo en la casa familiar comenzd a mejorar su salud: “Aunque no recobré la antigua pujanza ni
logré sacudir enteramente la anemia palidica, repusiéronme mucho el aire de la tierra, alimentacidn
suculenta y los irremplazables cuidados maternales. De tarde en tarde, recidivaba la fiebre; pero
ahora la quinina mostrédbase mds eficaz”. Su amigo Federico Olériz, catedrdtico de Anatomia, decia
que en Cuba se habia curado de su vocacién militar, adquiriendo valores éticos y cientificos que
le acompafiarian durante toda su vida. Tras su experiencia en la guerra de Cuba, Cajal concluyé:
“El investigador defiende a su patria con el microscopio, la balanza, la retorta o el telescopio”.

Conocié intimamente la malaria no solo por padecerla, sino por investigar los secretos de la enfermedad
para poder combatirla con armas eficaces. En aquellos afios ain se desconocia el mecanismo de
transmisién de las fiebres paltdicas o malaria (nombre de procedencia italiana mal-aria: malos olores de
los pantanos como medio de transmisién). El Dr. Laveran en 1880 observé por primera vez el pardsito
causante de esta afeccién y posteriormente Ronald Ross, estudiante de Medicina en Londres y médico
militar en Indiq, aislé las formas del pardsito en el intestino de los mosquitos del género Anopheles. Le
costd tiempo, esfuerzo y algin disgusto, hasta que demostré que los mosquitos se infectaban al picar
a una persona ya enferma previamente de malaria. Estos estudios le sirvieron para obtener el premio
Nobel de Medicina y Fisiologia en 1902. Qué razén tenia Don Santiago cuando decia “jCudn terrible
es la ignorancia! Si por aquella época hubiéramos sabido que el vehiculo exclusivo de la malaria era
el mosquito, Espafia habria salvado miles de infelices soldados, arrebatados por la caquexia palidica
en Cuba o en la peninsula”.

Su aficién al dibujo le llevé a esquematizar en papel las fases sanguineas de Plasmodium malariae

en la “figura 91" del Manual de Anatomia Patolégica General y Fundamentos de Bacteriologia
(Figura 1), cuya primera edicién fue publicada en 1890y que utilizaron sus alumnos como libro de texto.

Cajal dibujando Plasmodium spp.
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n palabras de Fernando Castro,

Don Santiago siempre quiso que

los estudiantes tuviesen buenos
manuales para aprender, pensados y
escritos por espafioles, con dibujos y es-
quemas originales. Ya en la cuarta edicién
del Manual, publicado en 1905, apare-
ce en la “figura 112" el ciclo completo
de Plasmodium vivax, causante de las
fiebres tercianas (lunes fiebre, martes sin
fiebre, miércoles de nuevo fiebre), incluso
ya aparecen ilustraciones con el mosquito
transmisor y las fases del pardsito en el in-
terior del vector (Figura 2).

Caijal y sus libros

También dibuja con maestria en la “figura 114" la posicién que adopta Anopheles pseudo-pictus al
pararse verticalmente en la pared (Figura 3).

Caijal y sus ilustraciones



n 1899 se cred el Instituto Nacional de Higiene Alfonso XIlI, cuyo primer director fue Santiago

Ramén y Caijal (Figura 4). Se incorporaron al Consejo de Administracién del Instituto no solo

médicos, sino también farmacéuticos y veterinarios, lo que supuso en aquella época una gran
novedad por el cardcter multidisciplinar de los investigadores. Otro avance fue la incorporacién de
secciones relacionadas con la microbiologia (especialmente la bacteriologia), la inmunologia con
la fabricacién de suero antidiftérico para tratar los nifios asfixiados con difteria o la preparacién de
vacunas antivaridlicas o antirrdbicas.

Caijal director del Instituto Nacional de Higiene Alfonso XIlI

En 1905, promovido por Caijal, se inicia una intensa labor docente, ya que ain no existia la Microbio-
logia Médica como asignatura independiente en la licenciatura de Medicina. En 1907 se crea en el
Instituto la Seccién de Parasitologia y en 1911 la primera catedra de Parasitologia y Patologia Tropical
en la Facultad de Medicina de la Universidad Central de Madrid. Mientras tanto, los casos de malaria
se estaban incrementando en Espafia, principalmente en las regiones del suroeste de la peninsula. El
Dr. Sadi de Buen dirigia la seccién de Parasitologia del Instituto y estaba implicado en las campafias
para combatir la malaria, junto con el Dr. Gustavo Pittaluga que posteriormente dirigié el Instituto en
1934 que pasé a denominarse: Instituto Nacional de Sanidad.
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as cifras de mortalidad de paludismo en aquella época llegaron a alcanzar 60 defunciones
por cada 100.000 habitantes, siendo la provincia de Cdceres la més afectada. Los datos
de mortalidad por regiones y meses del afio se recogen en el libro publicado en 1923 por el
Dr. Pittaluga bajo el titulo “Enfermedades de los Paises Cdlidos y Parasitologia General” (Figura 5).

Datos de malaria en Espafia en 1920

Dada la situacién epidemioldgica del pa-
ludismo en nuestro pais, en 1924 se cred
el Instituto Antipalddico de Navalmoral de
la Mata, fundado por el Dr. Sadi de Buen
en una zona endémica de la enfermedad
(Figura 6).



La lucha antipalidica en Espafia

Ademds, se nombré una comisién de expertos internacionales para la lucha antimaldrica en Espaiia

(Figura 7).

Diez afos después de haber sido fundado
el Instituto Antipalddico de Navalmoral de
la Mata, fallecié Don Santiago Ramén y
Caijal. Tuvo la suerte de no vivir la Guerra
Civil Espafiola y sufrir la muerte, el 3 de
septiembre de 1936, de su discipulo Sadi
de Buen, un eminente cientifico que batallé
para erradicar el paludismo.
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Después de todo, su lucha no fue en vano, ya que, en el trigésimo aniversario de su muerte, la malaria
fue por fin erradicada en Espaiia.

Comité de expertos internacionales en la lucha antipalddica
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L.OS PARASITOS
EN TIEMPOS
DE CAJAL

. Santiago Ramén y Cajal (1852-1934) fue médico, histélogo, neurocientifico, pintor,
fotégrafo, escritor, gimnasta y premio Nobel de Fisiologia y Medicina por su teoria neuronal.
Ademds, fue un gran impulsor de la parasitologia en Espafia (Callabed, 2019).

Justo al terminar la carrera de Medicina en Zaragoza, el 31 de agosto de 1873 y, a pesar de la
oposicién su padre, ingresé en el Cuerpo de Sanidad Militar (Martinez, 2023). Fue llamado a filas

para atender a los heridos en la Guerra de Cuba y alli padecié paludismo en el afio 1874 (Figura 1)
(Gémez-Lus y Ramos, 2006).
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Ciclo completo de Plasmodium vivax por Santiago Ramén y Caijal.

Tras su vuelta, en 1877 se doctoré en la Universidad Central de Madrid con 25 afios y se casé con
Silveria Fafianés Garcia, ocupando en ese momento el puesto de Director de los Museos de Anatomia
en Zaragoza. Tras obtener la cétedra en Valencia (1883) y mds tarde en Barcelona (1887), se trasladé
a Madrid obteniendo la Cétedra de Histologia e Histoquimica Normales y Anatomia Patolégica de la

Facultad de Medicina de la Universidad Central de Madrid (1892).
En 1896 publicé la segunda edicién del Manual de Anatomia Patolégica General y de Bacteriologia

Patolégica; que sirvid de libro de texto a sus alumnos y en el que incluyé 320 grabados en colory en
blanco y negro; entre ellos destaca uno sobre las fases del ciclo de Plasmodium (Figura 2).

Grabado en blanco y negro de Caijal sobre las fases de Plasmodium (Ramén y Cajal, 1896).



| capitulo VIII (lesiones de las mucosas) del anteriormente citado manual, en concreto el punto

4, estd dedicado a los pardsitos intestinales (Ramén y Cajal, 1896). Cajal describid, en primer

lugar, los nematodos. Afirmaba que tenian ciclos directos y que afectaban al intestino humano
tras la ingesta de sus huevos. Como principales especies destacé “Ascarides lumbricoides” (Ascaris
lumbricoides) como una lombriz gruesa de huevos de 50 a 60 micras de diGmetro con una cdscara
granulosa y afirmé que “se ignora cémo evolucionan”. “Oxiures vermiculuris” (Enterobius vermicularis)
filiforme, de 4 y 10 milimetros de longitud para machos y hembras respectivamente, y “habita por
millares en el recto de los nifios”. Describié sus huevos y su morfologia. “Tricocefalo dispar” (Trichuris
trichiura) cuya hembra presenta “la regién de la cabeza delgada como un cabello, mientras que la
porcién posterior del cuerpo es gruesa y enrollada en espiral”. Los huevos estaban descritos a la
perfeccién, “alargados y con un nédulo en cada extremo”. “Strongylus duodenalis” (Ancylostoma
duodenale) con su cabeza de “cuatro ganchos”. Describe la bolsa copulatriz en el extremo posterior
y afirma que es tropical afectando al duodeno, chupando la sangre y produciendo anemia. “Anguilula
stercoralis” (Strongyloides stercoralis) y “Trichina espiralis” (Trichinella spiralis) de la que describe a la
perfeccién su ciclo y epidemiologia.

En segundo lugar, los cestodos “Cestoides”. Caijal
describié los ciclos y la morfologia de: “Tenia
solium” (del cerdo), “Tenia medio-canellata”
(saginata o de la vaca), “Botriocefalus latus” (Di-
bothriocephalus latus) como la tenia del pescado,
“Tenia equinococcus hidatidosus/multilocularis”
(Echinococcus granulosus/multilocularis) como la
“tenia pequefia; del perro” y cuya presencia de
quistes “ocasiona graves presiones y atrofias”.

En tercer lugar, describié a los protozoos pardsitos. Estos organismos eran todavia grandes descono-
cidos tanto en su morfologia detallada como en su patogénesis. “Cercomonas intestinalis”, (Giardia
intestinalis) lo describe como un “infusorio flagelado, piriforme, con larga cola movible” que en
realidad hoy conocemos que son 8 flagelos. No menciona los dos nicleos. Las tricomonas son
descritas en dos especies: vaginal e intestinal y con solo dos flagelos. Actualmente, sobre Trichomo-
nas vaginalis conocemos que presenta 4 flagelos libres y uno recurrente que Cajal describié como
“peine de pestafias en un lado”. Ademds, cita equivocadamente que ninguna de las dos especies
era patégena. “Balantidium coli”, fue descrito perfectamente dentro de los ciliados y “Amoeba coli”
(Entamoeba histolytica) como causante de disenteria.

En el Capitulo IX (Alteraciones de las glandulas); en el punto 4 se explican las alteraciones del higado
dénde habla de pardsitos animales y dice que “se hallan alguna vez los distomas” (con dos bocas):
“Distoma hepaticum” y “Distoma hematobium”. Principalmente trata “Distoma hepaticum” (Fasciola
hepatica), aunque también menciona “Distoma lanceolatum” (Dicrocoelium dendriticum) “més lan-
ceolado y pequefio que el anterior y no tan ofensivo” siendo raro en el aparato biliar del hombre y
prefiriendo el de los bévidos. También describié “Coccidium oviforme” (Eimeria spp.).

En el capitulo XI (Lesiones del sistema tegumentario; punto 4) describié “Acarus scabiei” (Sarcoptes
scabiei) macho y hembra y el depésito de sus huevos en las galerias observadas en biopsias de piel.
También describié “Acarus foliculorum” (Demodex foliculorum) parasitando las gldndulas sebéceas
de la mejilla, frente y nariz.

Ademds, en tiempos de Caijal, los pardsitos estaban relacionados con el cancer. Se creia que los tumores
tenian dos posibles origenes. Por un lado, algunos profesores de anatomia patolégica defendian un
origen histogénico en el que las células tumorales eran células normales del tejido correspondiente,
pero fuera de control; mientras que otros defendian la teoria parasitaria. Esta afirmaba que el céncer
se originaba por parésitos que colonizaban el organismo. El médico escocés William Russell (1852-
1940), en 1890, encontré particulas que se tefiian con fuscina en los cortes histolégicos de los tumores.
El interpreté que eran pardsitos y los llamé cuerpos de Russell. Més tarde, Cajal demostré que los
cuerpos de Russell no eran mds que grdnulos hipertrofiados de los mastocitos (Martinez et al., 2005).
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n 1887 ya se habia fundado el instituto Pasteur y empezaron a crearse escuelas o institutos

de medicina tropical en Liverpool (1898), Londres (1899) y Hamburgo (1900) para el estudio

de las enfermedades parasitarias. Gracias a la iniciativa y al impulso de Caijal, Espafia comenzd
a modernizarse cientificamente mediante la creacién de la Junta de Ampliacién de Estudios, de la
que fue presidente desde que se creé en 1907. Ese mismo afio, Cajal, siendo director del Instituto
Nacional de Higiene Alfonso XllI, propuso la creacién de la Seccién de Parasitologia y en 1910 la
Cétedra de Parasitologia y Patologia Tropical en la Universidad Central de Madrid.

En 1909 Caijal propuso al presidente Antonio Maura realizar una expedicién cientifica para el estudio
de la enfermedad del suefio en las colonias espafiolas del golfo de Guinea. Esta expedicién tenia una
finalidad econdmica, ya que las colonias sufrian el azote continuo de esta enfermedad parasitaria, asi
como de la malaria y la disenteria amebiana. El jefe de la Comisién cientifica fue el florentino Gustavo
Pittaluga (experto en malaria y codescubridor del mosquito Anopheles como vector de Plasmodium).
Luis Rodriguez lllera y Jorge Ramén Fafiands (1885-1938), hijo de Caijal, fueron participantes de la
expedicién (Corral-Corral y Quereda, 2012).

En conclusién, Cajal recopilé en sus tratados importantisimos conocimientos sobre parasitologia, creé
una seccién especifica en el Instituto de Higiene y una cétedra universitaria en la materia, promoviendo
asi el conocimiento de las enfermedades parasitarias y sentando las bases de la parasitologia como
ciencia en Espafia.
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UNA RELACION
PARA LA HISTORIA

ecordaba nitidamente los ojos cansados de aquella nifig, treinta y cinco afios después. Ya

habia terminado la estacién seca, la més calurosa en la isla, pero los vientos terrales que

venian del continente (harmat, para los nativos) hacian que el calor abrazara el terreno.
Su madre la abanicaba con varias hojas de una planta de cacao, pero la nifia, que presentaba
desde hacia unos dias somnolencia diurna excesiva, apenas reaccionaba, inmovilizada por la fiebre.
Recordaba, ademds, cémo al mirar al médico del poblado, éste asentia en silencio y se lo confirmaba:
Tripanosoma en sangre..

Gustavo Pittaluga lo recordaba, desde su exilio en La Habana. El sol del Caribe entraba cauteloso
por la ventana de su apartamento y recorria las arrugas de toda una vida mientras él se asomaba al
pasado. A lo lejos, el mar y el Malecén. Eternos. Idénticos a los que lo recibieron por primera vez a
finales de 1937, cuando la Institucién Hispano-Cubana de Cultura lo invité, a través de la Facultad de
Medicina de la Universidad de La Habana y el Instituto Finlay, a dar un curso sobre Hematologia. De
aquello hacia ya mds de un lustro.

Ahora, al echar la vista atrds, era imposible no tropezar de nuevo con la mirada de aquella nifia.
El andlisis sanguineo, la caracteristica alteracién del ciclo vigilia-suefio y el claro edema facial que
presentaba no le dejaron lugar a dudas. La pequefia estaba afectada de tripanosomiasis africana, la
enfermedad del suefo.

Los territorios del Golfo de Guineq, a pesar de pertenecer a Espafia desde finales del Siglo XVIll—cuando
Portugal se los cedié en el conocido como Tratado del Pardo—, representaban una regién sobre la que
existia un escaso control. Pero en 1907 sucedié algo que iba a cambiar esta situacién. En ese afio se
cred la Junta para Ampliacién de Estudios e Investigaciones Cientificas (JAE), al amparo de la Institucién
Libre de Ensefianza, cuyo objetivo fundamental era la promocién de la investigacién y la educacién
cientifica en Espafia. Y a la cabeza del proyecto colocaron al que acababa de convertirse en el primer
cientifico espafiol en obtener el Premio Nobel en Fisiologia o Medicina, Santiago Ramén y Cajal.
Una de sus obsesiones, desde que cogié el timén de la nueva institucién, pasaba por la modernizacién
de la estructura cientifica del pais. Para ello, la expansién del conocimiento cientifico patrio més alla de
nuestras fronteras era una de sus estrategias. Asi, creé la seccién de parasitologia del Instituto Nacional
de Higiene de Alfonso Xlll y disefié una expedicién de estudios cientificos que habria de ponerse rumbo
a los territorios espafoles del golfo de Guinea para estudiar la enfermedad del suefio.



nos afios antes, en 1903, habia llegado a Espafia el joven médico italiano Gustavo Pittaluga.

Por entonces, el florentino tenia veintisiete afios, pero ya habia dado muestras de su genialidad.

Su agudeza intelectual no habia pasado desapercibida para Caijal, y tal fue asi, que cuando
Pittaluga asistié al XIV Congreso Internacional de Medicina, en Madrid, en el caluroso verano de ese
afio de 1903, los caminos de ambos genios se cruzaron para siempre, esculpiendo una relacién para
la historia. Antes, el italiano habia adquirido una amplia formacién en el laboratorio del Catedratico
en Anatomia Comparada Battista Grassi, conocido por su investigacién en torno al papel del mosquito
andfeles en la trasmisién de la malaria. Pero los intereses del joven Gustavo Pittaluga en el dmbito de
la parasitologia se extendian mucho més allé de las fronteras de esta enfermedad.

Asi que Cajal no lo dudé. En cuanto tuvo que elegir, lo sefialé como la persona que dirigiria la expedicidn
cientifica a las colonias espafiolas del golfo de Guinea, como jefe de la comisién. Por entonces, la parasi-
tologia médica y la biologia experimental eran ciencias que apenas comenzaban a gatear, pero Pittaluga
dio muestras de su buen hacer en el estudio de la enfermedad del suefio y las condiciones sanitarias en las
que ésta tenia lugar en aquellos lugares del trépico africano. Caijal tenia como modelo las misiones cienti-
ficas inglesas o alemanas, con delegaciones de bacterislogos recorriendo la costa de Africa occidental, a
pesar de sus deficiencias. Carecian de un método que las hiciera fiables e incluso de una minima profilaxis
que facilitara un diagnéstico racional, pero el cientifico espafiol sabia que eran fundamentales para el
progreso de la ciencia, cuya misidn principal pasaba por hacer habitable todo el planeta.

La expedicién partié de Cadiz el 30 de mayo
de 1909 vy, tras 45 dias de navegacién,
llegaron a la isla de Fernando Poo (hoy,
Bioko). Durante cuatro meses recorrieron
numerosos territorios en los que analizaron
y describieron el medio, pormenorizaron los
detfalles del clima, analizaron las regiones
donde habia agug, tanto estancada como
en movimiento, y estudiaron las costumbres
y modos de vida de la poblacién. A partir
de todos estos datos, indagaron la presencia
en la regién de la enfermedad del suefio y de

ofras parasitosis.

Hoy sabemos que la enfermedad del suefio, o tripanosomiasis africana, es producida por dos
subespecies del pardsito Tripanosoma brucei, conocidas como T. b. gambiense, localizada en Africa
subsahariana central y occidental, y T. b. rhodesiense, en Africa oriental. Pero en el momento de la
expedicién espafiola, no se habia logrado diferenciar ain entre ambas, indistinguibles morfolégica-
mente entre si. Lo que si se empezaba a saber era que las moscas del género Glossina —la mosca
tse-tse— representaban los vectores responsables de transmitir la enfermedad con sus picaduras,
y que cuando no era tratada y afectaba al tejido cerebral, podia incluso provocar un coma o la
muerte. En éstas y en otras cuestiones incidié la expedicién de la que el equipo de Pittaluga extrajo,
como principal conclusién, que la tripanosomiasis habia invadido numerosos puntos de la regién.
Por suerte, aunque la enfermedad se encontraba muy extendida entre las tribus que habitaban el
territorio, la endemia resultd ser mucho menor que la de otras colonias africanas.

A la luz insistente del atardecer cubano, el anciano cientifico se acordaba de todo aquello. Se acordaba
también de que, tras la derrota republicana en la Guerra Civil Espafiola, la JAE fue desmantelada.
Para entonces, Pittaluga ya habia abandonado el pais. El fallecimiento de su maestro y amigo, Caijal
—en 1934—, y la inestabilidad amenazante de un futuro incierto lo alejaron de Espafia. Primero, en
direccién a Francia. Luego, cruzando el Atldntico, para llegar a Argentina e instalarse definitivamente
en La Habana, unos afos después.

De las cenizas del recuerdo de la JAE y de parte de su estructura organizativa nacié el Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas, el CSIC. Y a partir de éste se gestaron otros logros, de manos de ofros
cientificos y de otros anhelos de un futuro mejor. Pero esa es otra historia.

N
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Il REVISION

1.1. AMEBAS DE VIDA LIBRE

Las Amebas de Vida Libre (AVL) son protozoos eucariotas aerébicos consideradas amebas anfizoicas
ya que son capaces de existir como organismos de vida libre en la naturaleza y de infectar tanto al
hombre como a los animales viviendo como pardsitos en su interior (Page, 1967).

Acanthamoeba spp., Balamuthia mandrillaris 'y
Naegleria fowleri son algunas de estas amebas
que causan patologias en humanos, produciendo,
entre otras, infecciones en el sistema nervioso
central (SNC). Acanthamoeba y Balamuthia
pueden causar infecciones pulmonares y cutdneas,
asi como encefalitis amebiana granulomatosa de
forma crénica (EGA), sobre todo en individuos
inmunocomprometidos. Por su parte, N. fowleri
puede causar una meningoencefalitis aguda,
fulminante, necrotizante y hemorrdgica (PAM)
en individuos inmunocompetentes. Por otro lado,
Acanthamoeba también puede causar queratitis
amebiana (QA) llegando a invadir la cérnea y
dando como resultado ceguera (Martinez and
Visvesvara, 1997; Visvesvara, Moura and Schuster,

2007).

1.1.1. Historia de Acanthamoeba

En 1913, Puschkarew qislé desde una muestra de polvo una ameba capaz de formar quistes con las
caracteristicas tipicas de lo que ahora se conoce como el género Acanthamoeba, déndole el nombre
cientifico de Amoeba polyphagus. En 1930, Aldo Castellani aislé de un cultivo de Cryptococcus
pararoseus una AVL a la que Douglas denominé Hartmannella castellani, que fue posteriormente
reclasificada como Acanthamoeba castellanii (Puschkarew, 1913; Castellani, 1930; Douglas, 1930;
Martinez and Visvesvara, 1997).

A partir de 1958 estas amebas empezaron a cobrar mayor importancia, ya que fue Culbertson quien
describié una meningoencefalitis producida por Acanthamoeba, al descubrir una ameba que habia
contaminado un cultivo celular durante el desarrollo de la vacuna de la poliomielitis. Culbertson inoculé
esta ameba en ratones y monos tratados con cortisona, y comprobé la presencia de estas amebas en
las lesiones producidas en los cerebros de los animales fallecidos a la semana de inoculacién, creando
la hipétesis de lo que podria estar ocurriendo de forma similar en humanos. Posteriormente, esta ameba
se denomind A. culbertsoni (Culbertson, Smith and Minner, 1958; Culbertson et al., 1959). En 1965,
Fowler y Carter reconocieron los primeros casos de meningoencefalitis en humanos producidos por una
AVL, encontrando una ameba diferente a Acanthamoeba capaz de producir la muerte del paciente, a la
que Culbertson et al. denominaron N. fowleri (Fowler and Carter, 1965). Al afio siguiente, en 1966, en
EE. UU., Butt acuiié el término de meningoencefalitis amebiana primaria (PAM) para esta enfermedad
producida por N. fowleri (Butt, 1966; Martinez and Visvesvara, 1997).



partir de 1972 el interés por estas amebas aumentd en todo el mundo, tras conocerse el

primer caso claro de EGA y de queratitis en humanos producida por Acanthamoeba (Jager

and Stamm, 1972; Jones, Visvesvara and Robinson, 1975), unido a la asociacién de las
AVL con otros agentes patégenos, el descubrimiento de bacterias endosimbiontes en su interior, y
la capacidad de estas amebas de actuar como reservorio de Legionella pneumophila (Drozanski,
1956; Rowbotham, 1980; Siddiqui and Ahmed Khan, 2012). En la Figura 1 se puede observar el
crecimiento exponencial de las publicaciones de interés relacionadas con Acanthamoeba a lo largo
de los afios, llegando a un total de 5.890 publicaciones en la actualidad.

Figura 1. NUmero de publicaciones recogidas en PubMed desde 1958 hasta 2024 relativas al estudio de Acanthamoeba.

1.1.2. Taxonomia y clasificacién de Acanthamoeba

La clasificacién taxonémica cldsica embarcaba a las AVL como protozoos dentro del grupo Sarcodina.
Esta taxonomia fue abandonada y se centraron en los aspectos morfolégicos, bioquimicos y en la
filogenia molecular; de esta manera se reclasificaron en dos supergrupos (Figura 2) (Adl et al., 2005;

Visvesvara, Moura and Schuster, 2007; Adl et al., 2019).

Figura 2. Clasificacién taxonémica de las Amebas de Vida Libre por Adl et al. (2019).
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Inicialmente, Pussard (1977) clasificé el género de Acanthamoeba en 20 especies, divididas en 3
grupos (I-1l) basédndose en el tamafio y morfologia del quiste (Figura 3):

*  Grupo l: este grupo se caracteriza por que los quistes poseen un didmetro superior o igual a 18 umy
una notable separacién entre la pared externa e interna del quiste, siendo la pared externa ligeramente
arrugada o lisg, y la inferna a menudo en forma de estrella. Este grupo incluye hasta 5 especies de
Acanthamoeba, entre ellas: A. astronyxis o A. comandoni (Pussard, 1977; Kong, 2009).

*  Grupo lI: en este grupo los quistes son mds pequefios, con un didmetro inferior a 18 pm. La pared
externa del quiste estd ondulada, y la pared interna puede presentar diversas formas. Estas paredes
suelen estar separadas, pero en algunas ocasiones estdn estrechamente unidas. La mayoria de las
Acanthamoeba patégenas pertenecen a este grupo, entre ellas: A. castellanii, A. polyphaga, o A. griffinii

(Pussard, 1977; Kong, 2009; Corsaro, 2020).

*  Grupo lll: los quistes de este grupo también son pequefios, con un didmetro medio inferior a 18 um.
La pared interna es redonda o ligeramente angular dificil de observar, mientras que la externa es fina
y estd préxima a la interna. En la actualidad, han sido claramente nombradas ocho especies en este
grupo, como, por ejemplo: A. culbertsoni o A. jacobsi (Pussard, 1977; Kong, 2009; de Lacerda and
Lira, 2021).

Figura 3. Quistes de Acanthamoeba visualizados por microscopia de contraste de interferencia. Clasificacién morfolégica de los quistes:
A) Grupo morfolégico |, B) Grupo morfolégico Il, C) Grupo morfoldgico Ill. (Figura tomada de Lorenzo-Morales et al. con
pequefias modificaciones [2015]).

Esta clasificacién tiene limitaciones, ya que la morfologia de los quistes de Acanthamoeba puede variar
dependiendo del medio de cultivo utilizado; por lo tanto, ha sido sustituida actualmente por técnicas de
biologia molecular, mejorando asi la identificacién de las especies de Acanthamoeba, principalmente
mediante el andlisis de la subunidad pequefia 18S del gen del ADN ribosémico (18S-ADNIr) (Stothard
et al,, 1998; Walochnik, Scheikl and Haller-Schober, 2015).

De esta manerq, las especies de Acanthamoeba se clasifican actualmente en 23 genotipos (T1-T23),
siendo el genotipo T4 el mds prevalente en el mundo, seguido del T3, T15, T11, y T5 (Walochnik, Scheikl
and Haller-Schober, 2015).

Los genotipos més relacionados con la patogenicidad y enfermedades en humanos son el genotipo T4,
seguido del T3, siendo las especies del genotipo T4 las que han sido aisladas en un mayor ndimero de
casos clinicos de EGA y queratitis. En concreto, destacan los genotipos T1, T2, T4, T5, T10, T12, y T18
implicados en casos de EGA y los genotipos T2, T3, T4, T5, T6, T10, T11, T12, y T15 en casos de QA
(Stothard et al., 1998; Wang et al., 2023).

Por ofra parte, las especies de Balamuthia y de Naegleria capaces de infectar al hombre son: N. fowleri
como agente causal de la PAM y B. mandrillaris causante de EGA. Se ha descrito recientemente una nueva
especie de Balamuthia (B. spinosa) capaz de actuar como vector de Legionella, pero de la que actualmente
se desconoce si es capaz de producir patologia en el hombre (Lotonin et al., 2022). Por otro lado, se han
descrito otras AVL relacionadas de forma puntual con patologias humanas, como Sappinia spp. responsa-

ble de encefalitis amebiana y Vermamoeba vermiformi'y Vahlkampfia causantes de casos de dafio ocular
(Niyyati et al., 2010; Arnalich-Montiel et al., 2013b; Mungroo et al., 2022; Otero-Ruiz et al., 2022).



1.1.3. Morfologia de Acanthamoeba

Acanthamoeba posee dos estados morfolégicos durante su ciclo de vida: un estado vegetativo

denominado trofozoito y un estado latente de resistencia frente a condiciones adversas, el quiste
(Figura 4) (Visvesvara, Moura and Schuster, 2007).

Figura 4. Estados morfolégicos de Acanthamoeba. A) Trofozoitos de Acanthamoeba B) Quistes de Acanthamoeba, visualizados por
microscopia de contraste de interferencia. (Figura original, capturada en los laboratorios de la Facultad de Farmacia de la
Universidad de California, San Diego).

Los trofozoitos miden entre 15 - 45 um segin la
especie de Acanthamoeba, pueden tener forma
alargada, ovalada o irregular. Estdn rodeados
por una membrana plasmdtica, de la cual surgen
pseudépodos con forma fina, cénica y espinosa,
denominados acantopodios, dando asi a la célu-
la un aspecto caracteristico; estos acantopodios
participan en la alimentacién, en el movimiento
de la ameba y en su capacidad para adherirse
a superficies de contacto (Marciano-Cabral and

Cabral, 2003; Mungroo et al., 2022).

El interior celular estd compuesto por mitocondrias,
ribosomas, aparato de Golgi, reticulo endoplas-
mdtico, un Unico ndcleo con un nucleolo central
grande y densamente tefido, y diferentes tipos de
vacuolas. Estas vacuolas pueden ser contrdctiles
implicadas en la regulacién osmética, o digestivas
responsables de la descomposicién de las parti-
culas; ademds pueden existir lisosomas y vacuolas
con glucégeno (Siddiqui and Ahmed Khan, 2012;
Wang et al., 2023).

Cuando estos trofozoitos se ven expuestos a condiciones desfavorables, como temperaturas, pH
extremo, alta osmolaridad, o falta de nutrientes, esta ameba se redondea y enquista. Al recuperar
las condiciones favorables para su crecimiento, la ameba es capaz de abandonar la forma quistica
y recuperar el estado de trofozoito (Page, 1967; Visvesvara, Moura and Schuster, 2007).

El quiste posee una forma redondeada mds compacta que mide entre 10-25 pm segin la especie.
Los quistes son uninucleados con un nucleolo denso; estas estructuras estén rodeadas de una doble
pared, lo que les confiere una gran resistencia a las condiciones ambientales, fisioldgicas, quimicas y
radiolégicas adversas, asi como a algunos fungicidas, agentes desinfectantes y antibidticos. Los quistes
de Acanthamoeba pueden llegar a sobrevivir hasta 20 afios sin perder su virulencia, resistiendo a las
diversas condiciones adversas (Mungroo et al., 2022; Wang et al., 2023).

W
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La doble pared quistica estd compuesta por un ectoquiste externo arrugado, con pliegues y ondulaciones,
compuesto por proteinas y lipidos; esta capa laminar fibrosa llega a tener un grosor de 0,3-0,5 pm.
La pared interna denominada endoquiste estd compuesta principalmente de celulosa y posee una forma
variable, pudiendo ser estrellada, poligonal, oval, esférica, etc. (Bowers and Korn, 1969; Mungroo et al.,,

2022).

La pared del endoquiste le confiere una elevada resistencia, sirviendo de componente estructural, debido
a su composicién por moléculas de celulosa que le dan estructura cristalina. Esta celulosa se ensambla
produciendo fibrillas elementales o protofibrillas que, a su vez, forman microfibrillas. Teniendo en cuenta
la estructura de la celulosa y su ensamblaje hace précticamente imposible que ninguna enzima sea
capaz de unirse a ella. Esto, unido a la asociacién con otros polimeros, hace que esta pared sea
resistente y robusta ante la degradacién, actuando como barrera estructural y protectora (Lynd et al.,
2002; Wang et al., 2023).

1.1.4. Ciclo biolégico de Acanthamoeba

Acanthamoeba spp. es capaz de vivir en el medio ambiente de forma ubicua, encontrandose en el suelo,
sobre alimentos cultivados en el campo, en cultivos de células de mamiferos, y en ecosistemas acudticos
tanto naturales como artificiales (CDC, 2019).

El trofozoito es la forma activa y mévil que fagocita los nutrientes del ambiente procedentes de otros
microorganismos; también puede vivir en un medio axénico rico en nutrientes e ingerirlos por pinocitosis.
Este se replica por mitosis, y, en condiciones adversas, se enquista (Figura 5) (Marciano-Cabral and

Cabral, 2003; Siddiqui and Ahmed Khan, 2012).

Los trofozoitos son las formas infecciosas, aunque tanto los quistes como los trofozoitos pueden entrar
en el organismo por diversas vias. Al entrar por las fosas nasales, tracto respiratorio inferior o la piel
ulcerada o con heridas, pueden llegar a invadir el SNC por diseminacién hematégena, atravesando la
barrera hematoencefdlica, causando la EGA. Por ofro lado, estas amebas en contacto con heridas o la
piel ulcerada pueden producir lesiones cutdneas en individuos con el sistema inmunitario comprometido.
Tanto los quistes como los trofozoitos de Acanthamoeba spp. se pueden encontrar en los tejidos, pero
solo los trofozoitos son capaces de producir el dafio tisular. Ademds, estas amebas pueden entrar en el
hombre a través de los ojos, produciendo queratitis grave en personas sanas, sobre todo en usuarios de
lentes de contacto. Es importante destacar que no se ha descrito diseminacién hematégena cuando la via
de entrada es la ocular (Figura 5) (CDC, 2019; Mungroo et al., 2022).

Figura 5. Ciclo biolégico de Acanthamoeba. Acanthamoeba puede encontrarse en su forma de quiste (1) o de trofozoito (2), forma
infectante (3), que se divide por mitosis (4). El contacto con el cuerpo humano puede ser por varias vias: ocular, respiratoria, o
cutdnea. La diseminacién por el epitelio neuro-olfativo puede alcanzar el cerebro (A), y a través de la inhalacién alcanzar el
pulmén (B). La diseminacién hematégena a otros érganos puede ocurrir desde los pulmones al cerebro (C) y desde la piel dafiada al
pulmén (D) o al cerebro (E), llegando a producir las diferentes enfermedades infecciosas. Creado con BioRender.com.



1.1.5. Distribucién y epidemiologia de Acanthamoeba

Acanthamoeba es capaz de vivir casi en cualquier ambiente, debido a sus caracteristicas de superviven-
cia. Tiene una amplia distribucién en la naturaleza, encontrdndose sobre todo en el suelo y en todo tipo
de ecosistemas acudticos, tanto artificiales como naturales, (aguas dulces y salobres, aguas residuales,
piscinas, suministros de lentes de contacto, torres de refrigeracién, humidificadores, cabezales de ducha,
bafieras de hidromasaije, sistemas de calefaccién, conductos de ventilacién, aire acondicionado, agua
del grifo, etc.). Acanthamoeba se ha encontrado en diferentes ecosistemas de forma ubicua en todos los
continentes (Figura 6) (Marciano-Cabral and Cabral, 2003; Visvesvara, Moura and Schuster, 2007).

Figura 4. Distribucién geogréfica de Acanthamoeba spp. segin los genotipos (T1-T23) y su morfologia. Grupo I: *; Grupo II: ®; Grupo lIl: @,
segun la relacién morfoldgica de los quistes (Figura tomada de Otero-Ruiz et al. [2022]).

Esta ameba se ha llegado a encontrar en el sue-
lo y agua de los hospitales, en las unidades de
irrigacién dental, en las unidades de didlisis y en
las estaciones de lavado de ojos. Por ofra parte,
se ha conseguido aislar en los cultivos de células
bacterianas, fingicas y de mamiferos, y en dife-
rentes muestras humanas como secreciones del
oido, secreciones pulmonares, hisopos obtenidos
de la mucosa nasofaringea de pacientes con
afecciones en los senos maxilares, autoinjertos
mandibulares y muestras de heces. Ademds, se
han aislado varias especies de Acanthamoeba
procedentes del cerebro, de tejidos pulmona-
res, lesiones cutdneas, biopsias de la cérneq,
liquidos cefalorraquideos y necropsias de in-
dividuos infectados (Martinez and Visvesvara,
1997; Visvesvara, Moura and Schuster, 2007;
Siddiqui and Ahmed Khan, 2012).

El cambio climdtico y la globalizacién puede
estar afectando a su distribucién, debido a ello
los nichos ambientales de las AVL se han ido am-
pliando y como consecuencia el contacto con
el hombre, afectando a la interaccién y transmi-
sién de estos pardsitos y a la susceptibilidad de
los hombres a estos, y de ahi su importancia en
la salud publica. Hay que tener en cuenta que
estos cambios cada dia son mds frecuentes por
lo que se necesita una actualizacién constante
de los estudios epidemioldgicos (Siddiqui and
Ahmed Khan, 2012; Lorenzo-Morales et al.,
2013a; Kofman and Guarner, 2022).
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na evidencia de que estos organismos estdn presentes en nuestro entorno y en continuo
contacto con el ser humano, es la presencia de una elevada seroprevalencia en la poblacién.
En un estudio realizado en Nueva Zelanda se detectaron anticuerpos anti-Acanthamoeba
en el 100% de los individuos sanos estudiados. En otro estudio semejante realizado en Londres, se
observé una seroprevalencia del 85% en individuos procedentes de diferentes paises (Cursons et al.,

1980; Brindley, Matin and Khan, 2009; Siddiqui and Ahmed Khan, 2012).

En Espafia, estudios ambientales de aguas de la Comunidad de Madrid han demostrado la presencia de
Acanthamoeba en las aguas de la entrada y salida de las Estaciones de Tratamiento de Agua Potable
(ETAP), en las Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales (EDAR) y en cuencas naturales, sugiriendo
que los tratamientos de desinfeccién empleados no son suficientes para la eliminacién de estas amebas.
Ademds, como consecuencia de estos estudios se ha descrito por primera vez, en las ETAP de esta
regién central de Espafia, la presencia del genotipo T5 de Acanthamoeba spp., y del genotipo T19 a
nivel mundial (Magnet et al., 2012; Magnet et al., 2015; Gomes et al., 2020).

Los estudios mds recientes en Espafia han detectado la presencia de Acanthamoeba en ofro tipo de
muestras. En la Comunidad de Madrid cabe destacar la presencia del genotipo T2 y T4 en gatos
callejeros inmunodeprimidos (Montoya et al., 2018). Estudios en las Islas Canarias encontraron Acan-
thamoeba en diferentes tipos de animales: en ardillas salvajes (Lorenzo-Morales et al., 2007), en dos
perros domésticos con queratitis y ascitis/peritonitis y en un perro con inflamacién de préstata (Loren-
zo-Morales et al., 2013b; Valladares et al., 2015). Otros estudios realizados en estas Islas, mostraron
la supervivencia de Acanthamoeba en suelos agricolas éridos, con una deteccién del 30% en el agua
de riego (Reyes-Batlle et al., 2021a), también se qislé en un 37,7% en muestras de suelo y en un 42%
en muestras de arena de la playa (Lorenzo-Morales et al., 2005b). En Valencia se ha descrito esta
ameba en el 65,5% sobre verduras y frutas que se consumen crudas (Moreno-Mesonero et al., 2023).

Actualmente las infecciones por AVL poseen una
mayor importancia debido a que han aumentado
como causa de muerte parasitaria en todo el
mundo. Los pacientes mds susceptibles de adquirir
enfermedades causadas por B. mandrillaris o
Acanthamoeba son los pacientes diabéticos o con
inmunodeficiencias, asi como los pacientes tras-
plantados o con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) (Duggal et al., 2017; Omafia-Molina
et al., 2017). Sin embargo, en muchas ocasiones
el diagnéstico de estas enfermedades no llega a
ser realizado, de hecho, el Centro para el Con-
trol y Prevencién de Enfermedades Infecciosas
(CDC) estima que muchos casos de meningoen-
cefalitis no diagnosticados en EE. UU. se deben a
infecciones por N. fowleri (Kofman and Guarner,
2022). En cuanto a la incidencia de la EGA, no
existen datos estadisticos adecuados procedentes
de los sistemas de vigilancia, la atencién sanitaria
o de las autopsias. Sin embargo, se ha observado
en algunos estudios cémo la enfermedad afecta
sobre todo a hombres y en edades comprendidas
entre los 20 y 40 afos, siendo la tasa de su-
pervivencia baja, con una tasa de mortalidad
aproximada de 1,57 muertes por EGA compa-
réndolo por cada 10.000 muertes por el VIH en
EE. UU. (Da Rocha-Azevedo, Tanowitz and Mar-
ciano-Cabral, 2009; Duggal et al., 2017; Kalra
et al., 2020; Mungroo et al., 2022).



oy en dig, la QA se ha convertido en un importante foco de atencién debido a su repercusién en la

salud humana, cuando antes era conocida como una infeccién poco frecuente. La tasa de incidencia

de esta infeccién en todo el mundo varia debido a factores como: la presencia de Acanthamoeba en
el agua doméstica, la dureza del agua, el mal uso de lentes de contacto y de la solucién multiuso para dichas
lentes. Los estudios han determinado, que por ejemplo, la India posee la mayor incidencia con 15,2 casos por
millén de personas al afio, seguida de Nueva Zelanda, Egipto, Portugal y el Reino Unido, con 5,2; 5; 4,5y
4,3 casos por millén de personas al afio respectivamente; por otra parte, el alcance varia segin los diferentes
paises, la tasa de incidencia de queratitis por Acanthamoeba en usuarios de lentes de contacto oscila entre
0,01y 1,49 por 10.000 usuarios (Khan, 2006; Lorenzo-Morales, Khan and Walochnik, 2015; Mungroo et al.,
2022; Liv et al., 2023).

1.1.6. Patogénesis, diagndstico y tratamiento de Acanthamoeba

El primer paso critico en la patogenia de Acanthamoeba es la adhesién tras el contacto con piel, ojos o cualquier
tipo de mucosa. Los trofozoitos son capaces de adherirse a las células a través de la expresién de una proteina
transmembranal, conocida como proteina de unién a manosa (MBP), capaz de unirse a las glicoproteinas que
contienen manosa en la célula del hospedador (Panjwani et al., 1997). Por otra parte, la matriz extracelular de
la ameba posee una proteina de unién a laminina que podria estar implicada en esta adhesién. La presencia
de estas adhesinas unido al nimero de acantépodos de la célula, constituyen la base de la infeccién por esta

ameba (Siddiqui and Ahmed Khan, 2012).

La unién de las glicoproteinas celulares a la MBP de la ameba, desencadena una cascada de sefializacién
celular que provoca la liberacién de diversas enzimas hidroliticas (neuraminidasas, fosfolipasas, proteasas y
metaloproteasas citotéxicas) a través de la exocitosis regulada por Acanthamoeba, que actian conjuntamente
para producir un potente efecto citopético en la célula hospedadora, este proceso conlleva un aumento del calcio
intracelular (Ca2+), produciendo cambios en el citoesqueleto, modificando la morfologia celular, aumentando la
permeabilidad de la membrana, degradando la matriz extracelular y finalmente produciendo la necrosis celular
(Omafia-Molina et al., 2012; Castrillén and Orozco, 2013). Se conoce cémo Acanthamoeba produce ademds
ecto-ATPasas hidrolizando el ATP a ADP el cual es capaz de unirse a la célula hospedadora produciendo un au-
mento del Ca2+, activando diferentes cascadas de sefializacién implicadas en la activacién de la caspasa-3
y la neuraminidasa, desempefiando un papel clave en la ruptura de la barrera celular. Todo ello contribuye
a la induccién de apoptosis en la célula hospedadora, produciendo la muerte celular programada de la
misma (Figura 7) (Siddiqui and Ahmed Khan, 2012; Castrillén and Orozco, 2013; Rayamajhee et al., 2022).

Figura 7. Unién de Acanthamoeba a la célula. Activacién de la cascada de sefializacién celular, con la consecuente produccién de ATPasas y enzimas hidroliticas
que provocan el aumento del calcio intracelular conduciendo a cambios morfolégicos y la apoptosis de la célula hospedadora, permitiendo asi la
penetracién de Acanthamoeba. ¢MBP: Proteina de unién a manosa (Figura modificada de Castrillén y Orozco [2013], creada con BioRender.com).



or otro lado, la diseminacién hematégena de Acanthamoeba parece estar mediada por
la fosforilacién de las cadenas ligeras de miosing, alterando asi las uniones entre células
y como consecuencia permitiendo el paso a través de la membrana hematoencefdlica y
el SNC, debido a un aumento de la permeabilidad de dicha barrera. Los trofozoitos son capaces
de sobrevivir generando una defensa mediante la produccién de dos superdxidos dismutasas y

alimentdndose a través de unas proyecciones citoplasméticas denominadas estomas ameboides
(Lorenzo-Morales, Khan and Walochnik, 2015; Kofman and Guarner, 2022).

Es conocido cémo la susceptibilidad del hospedador posee un papel muy importante en las infecciones
por Acanthamoeba, ya que casi toda la poblacién estd en contacto con alguna de ellas a lo largo de
su vida, y solo unas pocas personas realmente llegan a padecer enfermedades infecciosas causadas
por este pardsito. Esto se debe a la respuesta inmunitaria innata del hospedador, en donde inicialmente
se activa el sistema del complemento que junto con los neutrdfilos evitan la diseminacién e invasién de
Acanthamoeba (Pumidonming et al., 2011). Por otro lado, las células inflamatorias, concretamente los
macréfagos, son capaces de eliminar quistes y trofozoitos por medio de la fagocitosis, siempre y cuando
estén en presencia de determinados anticuerpos y citoquinas que permitan su activacién, como
son, el factor de necrosis tumoral alfa (TNF- a) y la interleucina-6 (IL-6), entre otras citocinas. Hay
que tener en cuenta que en las infecciones por Acanthamoeba también se genera una respuesta

inmunitaria adaptativa con la produccién de linfocitos Ty anticuerpos (Marciano-Cabral and Toney,
1998; Hurt et al., 2003; Siddiqui and Ahmed Khan, 2012).

A pesar de la lucha del sistema inmunitario (SI) contra Acanthamoeba, esta ameba puede llegar a
producir, como se ha indicado previamente, enfermedades del SNC: EGA; infecciones cutdneas y de
las mucosas, neumonia atipica y QA (Kofman and Guarner, 2022).

1.1.6.1. Encefalitis Granulomatosa Amebiana (EGA)

1.1.6.1.1. Caracteristicas de la EGA

Acanthamoeba es capaz de atravesar el SNC y producir la EGA; esta enfermedad se con-
sidera una enfermedad rara con una tasa de mortalidad superior al 90% a pesar de la
baja incidencia que posee en el mundo. Los pocos casos que resultaron favorables se han
asociado a un diagnéstico precoz y al inicio de una terapia combinada (Kalra et al., 2020;
Kofman and Guarner, 2022).

Entre 1990 y 2020 se publicaron en PubMed alrededor de 75 casos de EGA causados por
esta ameba. Esta enfermedad puede ser subaguda o crénica, y se caracteriza por producir
en el inicio de la infeccién cefaleq, febricula, mareos, alucinaciones, o déficit neurolégico que
progresa empeorando estos sintomas e incluyendo alteraciones visuales, convulsiones, cam-
bios de personalidad, confusién, parélisis de los nervios craneales, ataxia, letargo, rigidez y
coma. La EGA se caracteriza por ser una enfermedad progresiva; aunque los sintomas pueden
llegar a tardar semanas o meses en desarrollarse, en cuanto aparecen conducen a la muerte

del paciente a los pocos meses de su aparicién, debido al aumento de la presidn intracraneal
(Visvesvara, Moura and Schuster, 2007; Kalra et al., 2020; Kofman and Guarner, 2022).

Por lo general, los individuos més susceptibles de padecer EGA son aquellos con un Sl
comprometido, como es el caso de los pacientes con el VIH, trasplantados, en tratamiento
con imnunosupresores, con lupus eritematoso sistémico, o diabetes mellitus (Omafa-Molina
et al., 2017). Ademds, pueden interferir otros factores como el uso excesivo de antibidticos,
el alcoholismo crénico, la cirrosis hepética, la desnutricidn, el embarazo, las quemaduras,
las heridas o la radioterapia (Marciano-Cabral and Cabral, 2003). No obstante, hay que
destacar que se han descrito casos en algunos individuos inmunocompetentes en donde se
ha tratado la enfermedad consiguiendo en alguna ocasién la supervivencia del paciente
(Lackner et al., 2010; Sitci et al., 2018; Chowdhury et al., 2023).

Recientemente se ha estudiado cémo los lavados nasales aumentan el riesgo de EGA, pro-
duciendo esta infeccién al entrar en contacto directo la ameba con los senos paranasales, ya
que estos se realizan en numerosas ocasiones con el agua del grifo contaminada, en lugar de
utilizar agua estéril (CDC, 2013; Cope, Roy and Ali, 2018; Haston and Cope, 2023).



1.1.6.1.2. Diagnéstico de la EGA

Los casos de EGA, en general, estan infradiagnosticados, ya que requieren grandes conoci-
mientos técnicos de laboratorio para poder realizar un diagnéstico precoz, y se necesita una
fuerte sospecha clinica para realizar una buena intervencién terapéutica (Wang et al., 2023).

El diagnéstico es dificil ya que rara vez se encuentran los trofozoitos o quistes en el liquido
cefalorraquideo (LCR), cuando esto ocurre, las amebas se pueden tefiir con una tincién de
Romanowsky, como Giemsa. Sin embargo, el diagnéstico precoz en el LCR puede realizarse
con el recuento de leucocitos (linfocitos y monocitos), o de proteinas que se ven en aumento,
ademds del andlisis de los valores de la glucosa que estdn moderadamente bajos (Marcia-

no-Cabral and Cabral, 2003; Siddiqui and Ahmed Khan, 2012).

Por otra parte, el diagnéstico de la EGA por resonancia magnética de cerebro muestra lesiones
con realce anular que presentan una masa Unica o miltiples masas en la corteza cerebral. En
el caso de poder realizar una biopsia de cerebro, estas muestras pueden ser estudiadas por
histopatologia en donde se observa un edema severo y necrosis hemorrégica. La prueba con-
firmatoria en este tejido se produce cuando se detectan los trofozoftos y los quistes en las zonas
necrotizadas, ademds de un infiltrado inflamatorio granulomatoso con células multinucleadas,
macréfagos, linfocitos y neutréfilos (Figura 8). Dado que los trofozoitos pueden ser dificiles de
distinguir de los macréfagos, los bloques de parafina pueden examinarse mas a fondo utilizando
técnicas de inmunofluorescencia o inmunohistoquimica. Ademds, niveles elevados de anticuer-
pos especificos frente a Acanthamoeba en el suero del paciente, pueden ser un indicativo de

EGA (Siddiqui and Ahmed Khan, 2012; Kofman and Guarner, 2022).

Bl

Figura 8. Infeccién cerebral por Acanthamoeba. A) Fotografia del cerebro con encefalitis granulomatosa amebiana, en la base se distingue

una zona mds afectada, con aspecto necrotizado. B) Trofozoito de Acanthamoeba en el parénquima cerebral. C y D) Quistes de
Acanthamoeba en el tejido del parénquima cerebral (Figura modificada de Kofman and Guarner [2022]).

Durante varias décadas tras su descubrimiento, las infecciones por AVL se diagnosticaban me-
diante microscopia. Con la llegada de las pruebas de PCR, la microscopia dejé de considerarse
el método de referencia y las pruebas moleculares se utilizaron para confirmar la enfermedad
(Yagi, Schuster and Visvesvara, 2008; Kofman and Guarner, 2022). Como ocurre con muchas
infecciones raras, los métodos de secuenciacién estdn ganando prioridad en el diagnéstico.
Algunos casos de EGA han sido diagnosticados o confirmados mediante estas técnicas capaces
de detectar ADN en muestras de LCR, tejido y suero (Hirakata et al., 2021; Huang et al., 2021;
Guan et al., 2022; Haston and Cope, 2023).
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1.1.6.1.3. Tratamiento de la EGA

No existe un tratamiento recomendado frente a la EGA, diagnosticdndose la mayoria de los
casos post-morten. Los tratamientos de las infecciones sistémicas en general dan resultados
desiguales debido a que muchos de ellos no son capaces de atravesar la barrera hematoen-
cefdlica, lo que produce una tasa de mortalidad superior al 90% (Visvesvara, Moura and

Schuster, 2007; Siddiqui and Ahmed Khan, 2012).

Los pocos casos descritos en los que se pudo tratar la enfermedad con éxito implicaron el
uso de alguno de los siguientes fdrmacos aislados o en combinacién: ketoconazol, fluco-
nazol, sulfadiazing, isetionato de pentamiding, anfotericina-B, azitromicing, itraconazol o
rifampicina. En 2013, la miltefosina fue reconocida por el CDC como fdrmaco recomendado
frente a la EGA. Sin embargo, muchos de estos farmacos tienen efectos secundarios que a
menudo limitan su uso, lo que produce que la mortalidad siga siendo elevada incluso entre
los que reciben estos tratamientos. En 2018 se sugirié un nuevo fdrmaco, la nitroxoling,
con la que se traté a un paciente que mejoré notablemente; pero este farmaco no estd
comercializado, ni en EE. UU. ni en Espafia, para el tratamiento de ninguna enfermedad y su
uso se considera exclusivamente en investigacién (Laurie et al., 2018; Kangussu-Marcolino
et al., 2019; Chao-Pellicer et al., 2023; Haston and Cope, 2023; Rodriguez-Expésito et al.,
2023).

Por lo tanto, la bisqueda farmacolégica
frente a la EGA sigue en proceso, puesto
que para que un fdrmaco sea éptimo para
el tratamiento de la infeccidn, no debe ser
téxico, debe tener no solo capacidad ame-
bicida, sino también cisticida y ser capaz
de atravesar la barrera hematoencefélica
(Kangussu-Marcolino et al., 2019; Kofman
and Guarner, 2022).

Infeccién cutdnea por Acanthamoeba

1.1.6.2.1. Caracteristicas de la amebiasis cutdnea

La amebiasis cutdnea es producida tanto por Acanthamoeba spp. como por B. mandrillaris.
Esta enfermedad se ha descrito tanto en individuos inmunocompetentes como inmunocom-
prometidos, siendo la tasa de mortalidad por infeccidn cutdnea sin afectacién del SNC de
aproximadamente el 73%, mientras que la de la infeccién cutdnea acompafada de en-
fermedad del SNC es aproximadamente del 100% (Marciano-Cabral and Cabral, 2003;
Galarza et al., 2009).

La amebiasis cutdnea se caracteriza por la presencia de multiples lesiones de tipo nodular,
ulcerosas o necrotizadas; pudiendo observarse en ocasiones componentes pdpulo-pustu-
losos o placas rojas induradas. En individuos inmunocomprometidos, la distribucién de la
infeccién cutdnea suele ser generalizada; se han observado varios casos de afeccién en
las extremidades inferiores y asociada con traumatismos. En casos aislados puede llegar
a afectar a la mucosa nasofaringea y senos respiratorios, principalmente en pacientes con
SIDA que presentan engrosamiento de la mucosa de la cavidad nasal y signos y sintomas
de sinusitis crénica (rinorrea, congestién y epistaxis); algunos de estos casos pueden llegar
a diseminar a otras partes del organismo (Rivera and Padhya, 2002; Galarza et al., 2009;
Kofman and Guarner, 2022).



1.1.6.2.2. Diagnéstico de la amebiasis cutdnea

El diagnéstico de la infeccién cutdnea puede ser un indicador precoz de la enfermedad
diseminada producida por Acanthamoeba. Este se realiza principalmente mediante la biopsia
tisular, siendo muy dificil su deteccién en el caso de no existir sospecha de exposicién o contacto
con Acanthamoeba, o el conocimiento de otra infeccién confirmada en otro lugar del cuerpo
(encefalitis concurrente o infeccién diseminada). El examen histolégico de las lesiones cuténeas
suele mostrar focos de necrosis rodeados de células inflamatorias, vasculitis, trofozoitos y quistes;
también puede observarse un infilirado inflamatorio agudo con neutréfilos, y en los vasos
sanguineos de las lesiones pueden aparecer trombos. Sin embargo, hay que tener cuidado
ya que este aspecto puede imitar el de la infeccién por hongos, virus y micobacterias, o al
de la inflamacién debida a un cuerpo extrafio. El examen histolégico de la biopsia se realiza
con é4cido de Schiff, tincién de calcoflior o hematoxilina-eosina, pudiendo diferenciar los
trofozoitos de los macréfagos gracias al interior celular, especialmente por la presencia de
un cariosoma central redondo y grande junto con la cromatina dispersa de la ameba, frente
a la cromatina agrupada tipica de los macréfagos (Figura @) (Marciano-Cabral and Cabral,
2003; Visvesvara, Moura and Schuster, 2007; Kofman and Guarner, 2022).

Bl

Figura 9. Infeccién cuténea por Acanthamoeba. A) Lesidn necrdtica ulcerada en la pierna. B) Tincién de hematoxilina-eosina del tejido

infectado, *zona engrosada. C) Tincién de hematoxilina-eosina: quiste de Acanthamoeba con pared externa arrugada (flecha
negra). D) Tincién de hematoxilina-eosina: trofozoito de Acanthamoeba con miltiples vacuolas (flecha negra) y dos eritrocitos
(tefiidos de rojo oscuro, flechas rojas) (Figura modificada de Kofman and Guarner [2022]).

Por ofra parte, la identificacién del género Acanthamoeba puede realizarse en los tejidos
mediante inmunohistoquimica, inmunofluorescencia, espectrometria de masas (MALDITOF) o
PCR del ADN mitocondrial o del ARNr 18S y genotipado, estos estudios solo se realizan en
centros de referencia (Visvesvara, Moura and Schuster, 2007; Kofman and Guarner, 2022).
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1.1.6.3.

Figura 10.

1.1.6.2.3. Tratamiento de la amebiasis cutdnea

Hoy en diq, no existe un tratamiento establecido para la amebiasis cutdnea. Los pacientes que
han recibido tratamientos combinados han mostrado una mejoria, pero, en la mayoria de los
casos, finalmente han fallecido, sobre todo en los casos en los que se produce diseminacién
al SNC. Los tratamientos que se han utilizado con cierto grado de éxito son: itraconazol,
pentamidina intravenosa, 5-fluocitosing, clorhexidina y crema de ketoconazol. A pesar de la
mejoria observada en numerosos pacientes tras recibir estos tratamientos, en muchos casos
resultan téxicos y no son 100% eficaces (Marciano- Cabral and Cabral, 2003).

Queratitis amebiana (QA)

1.1.6.3.1. Caracteristicas de la QA

En 1974, Naginton et al. describieron la queratitis causada por Acanthamoeba spp. (Naginton
et al., 1975), desde entonces, se ha detectado en todo el mundo considerdndose dentro del
2% de las infecciones que afectan a la cérneq, asocidandose con el uso de lentes de contacto
(representando hasta el 95% de los casos notificados). Los sinftomas clinicos de esta infeccién
son: dolor ocular, enrojecimiento, visién borrosa, fotofobia, lagrimeo y sensacién de un cuerpo
extrafio, pudiendo llegar a aparecer complicaciones oculares, como glaucoma secundario,
atrofia del iris, cataratas y ceguera. En algunos casos han llegado a producirse inflamaciones
de las diversas partes del ojo como la escleritis, uveitis, coriorretinitis y vasculitis retiniana
(Figura 10) (Li et al., 2019; Kofman and Guarner, 2022; Wang et al., 2023).

B

Infeccién ocular por Acanthamoeba. A) Ojo sin infeccién. B) Ojo infectado por Acanthamoeba, con dafio severo en la cérnea'y
pérdida de visién (Figura modificada de Siddiqui and Khan [2012]).

Acanthamoeba es capaz de adherirse a la superficie de la cérnea previamente lesionada, e
invadir el estroma (Khan, 2006); sin embargo, se ha demostrado que estas amebas pueden
invadir y causar dafios en el epitelio corneal sin necesidad de existir un dafio previo en la
cérneaq, para ello, los trofozoitos se adhieren a la cérnea y migran al borde de las células
desplazéndose al espacio intracelular, tras la separacién de las uniones intercelulares; una
vez ahi, estas amebas forman protuberancias y provocan el desprendimiento celular, pene-
trando cada vez en capas més profundas del tejido corneal (Omafa-Molina et al., 2010).

La QA ha aumentado de forma global, asociada al aumento del uso de lentes de contacto,
asi como a la miopia, especialmente en nifios; hay que destacar esta infeccién en individuos
que han sufrido algdn tipo de traumatismo corneal. La relacién de esta infeccién con los
usuarios de lentes de contacto se debe a varios factores. El uso prolongado de lentes de
contacto deteriora la superficie ocular, lo que reduce las defensas del hospedador frente a
este protozoo. La adquisicién de esta infeccién ocurre en individuos que nadan o se bafian
con las lentes de contacto, las limpian con agua del grifo o desinfectantes diluidos, o reutilizan la
solucién para las lentes de contacto (Kilvington et al., 2004; Jeong and Yu, 2005; Lorenzo-Mo-
rales et al., 2013a; Gomes Tdos et al., 2016; Kofman and Guarner, 2022; Wang et al., 2023).
Ademdés, hay que tener en cuenta que algunos de los brotes se han asociado a soluciones
oftélmicas contaminadas que han sido retiradas del mercado (Verani et al., 2009).



unque la mayoria de los pacientes experimentan una infeccién unilateral, se ha descrito

que puede ocurrir en ambos ojos al mismo tiempo, lo que sugiere una exposicién a la

misma fuente contaminada de forma continuada. Los factores de riesgo asociados
a complicaciones inflamatorias y malos resultados incluyen el retraso en el diagnéstico y el
tratamiento inicial con corticosteroides con la posible formacién de queratoprecipitados, u otros
tratamientos no amebicidas debido a un diagnéstico erréneo de otra etiologia infecciosa, con-
fundiéndose de forma comin con el virus del herpes simple (VHS). Otros factores de riesgo son
el envejecimiento, la diabetes mellitus y la infeccién bacteriana (Wilhelmus et al., 2008; Siddiqui
and Ahmed Khan, 2012; Shimmura-Tomita et al., 2018; Kofman and Guarner, 2022).

En la mayoria de los casos clinicos descritos de QA predomina el genotipo T4 considerado
el mds virulento en todos los continentes, capaz de adherirse a las células epiteliales de la
cérnea del hospedador més firmemente. Otros genotipos asociados a la infeccidn ocular son
el T1, T2, T3, T5, 76, T10, T11, T12 y T15 (Niyyati et al., 2010; Lorenzo-Morales et al., 2011;
Arnalich-Montiel et al., 2014; Diehl, Paes and Rott, 2021; Otero-Ruiz et al., 2022; Wang et al.,
2023; Zhang et al., 2023).

Se estima que la incidencia global anual de la QA es de 2,9 casos por millén de personas;
pero varia de forma clara entre las diferentes regiones geogrdficas. Los datos epidemiolégicos
de Asia, Africa, Oceania y Sudamérica son escasos, considerdndose un infra-diagnéstico
en el conjunto de la poblacién. Sin embargo, donde existe la mayor incidencia descrita de
esta infeccién es en la India, con 15,2 casos por millén de personas, seguido de Europa:
en concreto, en Reino Unido la incidencia varia desde un 4,3 a 14,6 casos por millén de
personas al afo. Es importante insistir en mejorar la deteccién de este tipo de patologia
con el objetivo de conocer cudl es la extensién real de este problema (Ting et al., 2021;
Azzopardi et al., 2023; Zhang et al., 2023).

1.1.6.3.2. Diagnéstico de la QA

El diagnéstico de la QA es problemdtico y a menudo se diagnostica erréneamente como
queratitis bacteriana, virica o fingica; los retrasos en el diagnéstico se asocian a la gene-
racién de sinftomas mds graves y peores resultados terapéuticos. Por lo que es importante
una sospecha clinica precoz, valordndose la historia clinica del paciente, la posibilidad del
traumatismo corneal, la exposicidn al agua o suelo contaminado, el uso de lentes de contacto
o el tratamiento con corticosteroides. Un indicio claro de infeccién es el dolor agudo en aque-
llos pacientes que usan lentes de contacto; sin embargo, esta enfermedad también puede ser
indolora, lo que genera incertidumbre diagnéstica. Los signos observados mediante examen
oftalmolégico pueden incluir infilirados epiteliales, estromales y anulares, asi como perineuritis
(Marciano-Cabral and Cabral, 2003; Wynter- Allison et al., 2005; Lorenzo-Morales, Khan
and Walochnik, 2015; Zhang et al., 2023).

El raspado corneal es la técnica con mayor sensi-
bilidad en el comienzo de la infeccién, ya que los
trofozoitos estdn en la superficie del epitelio corneal;
estos se examinan mediante frotis y pueden teirse
directamente con Giemsa, blanco de calcofldor,
lactofenol azul de algodén o naranja de acriding,
tinciones que permitirdn ademés observar los quistes;
también pueden realizarse montajes himedos con
NaCl al 0,9% (Figura 11). Los cultivos de raspados
de cérnea o lentes de contacto pueden realizarse en
agar no nutritivo con Escherichia coli o Enterobacter
spp.; la observacién de estos cultivos muestra las

"huellas” que deion los trofozoitos cuando se ali- Figura 10. Trofozoito de Acanthamoeba. Examen
. . directo con cloruro sédico (NaCl)
mentan de estas bacterias, pudiendo llegar a obser- ol 0,9% (Figura fomada de Li ef ol

varse los trofozoitos y quistes si se han agotado los [2019]).
nutrientes (Martinez and Visvesvara, 1997; Siddiqui

and Ahmed Khan, 2012; Li et al., 2019; Kofman and

Guarner, 2022).
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tra técnica utilizada es la microscopia confocal in vivo (MCIV), una herramienta no

invasiva para el diagnéstico clinico de la querdtitis infecciosa grave, que posee una

alta sensibilidad, observandose los quistes de Acanthamoeba spp. como estructuras
esféricas hiperreflectantes (Siddiqui and Ahmed Khan, 2012; Kofman and Guarner, 2022; Wang
etal., 2023).

Sin embargo, la biopsia pasa a ser necesaria cuando los trofozoitos empiezan a causar lesiones
més profundas e invadir el estroma. La histopatologia de las biopsias corneales es otra estrategia
frecuentemente utilizada en el diagnéstico de la QA. Esas muestras pueden teiiirse con diferentes
colorantes o pueden analizarse por técnicas de inmunofluorescencia. Algunas de las tinciones
empleadas son hematoxilina-eosing, tincién con dcido de Schiff o la tincién de Gomori-Grocott,
asi como también las tinciones quimiofluorecentes con el blanco de calcoflior y con la naranja de

acridina (Marciano- Cabral and Cabral, 2003; Lorenzo-Morales, Khan and Walochnik, 2015).

El cultivo y la microscopia tradicional se
consideraban el patrén de oro para el
diagnéstico de la QA, pero existen nuevas
alternativas muy sensibles como la MCIV
y las nuevas técnicas de PCR, tales como
la PCR multiplex en tiempo real para la
deteccién simultdnea de las AVL o la PCR
TagMan® duplex en tiempo real para la
deteccién simulténea de 10 genotipos
diferentes de Acanthamoeba (Qvarnstrom
etal., 2006; Yera et al., 2007; Siddiqui and
Ahmed Khan, 2012; Goh et al., 2018;
Zhang et al., 2023).

Muchos factores pueden influir en la especificidad y sensibilidad de los métodos de diagnédstico,
en concreto se conoce que la sensibilidad del método de cultivo puede alcanzar el 77%; siendo

en el caso de los raspados corneales y la histopatologia del 31% a 65%, mientras que la PCR
tiene una sensibilidad del 84% al 100% (Kofman and Guarner, 2022).

Actualmente, ha aumentado el interés
por el uso de modelos basados en la in-
teligencia artificial (IA) centrdndose en el
“aprendizaje profundo” (deep learning),
con el objetivo de determinar patrones
que puedan ser Utiles para un rdpido
diagnéstico de la QA. Esto se realiza gra-
cias a la capacidad de la IA de analizar
datos de alta definicién en poco tiempo,
en este caso, a partir de imagenes confo-
cales, aprovechando el examen corneal y
la alta especificidad y sensibilidad de los
métodos computacionales (Azzopardi et
al., 2023; Zhang et al., 2023).

En definitiva, para garantizar un diagnéstico a tiempo, un tratamiento precoz de la QA, y por
lo tanto, la mejoria en el prondstico del paciente, debe realizarse una combinacién de técnicas
diagnésticas relacionando los hallazgos microbiolégicos con los clinicos (Azzopardi et al., 2023).



1.1.6.3.3. Tratamiento de la QA

La QA es tratable pero dificil de erradicar. Actualmente no existe ningdn fdrmaco 100% eficaz
contra todos los genotipos de Acanthamoeba debido a la variacién en su virulencia y a la
falta de correlacién entre la actividad in vitro y la eficacia in vivo de los farmacos; por otro
lado, los tratamientos actuales son prolongados y tienen efectos secundarios significativos, en
gran parte debido a la necesidad de eliminar tanto los trofozoitos como los quistes resistentes.
A pesar de esto, existen diversos agentes quimioterapéuticos disponibles para tratar la QA,
incluyendo biguanidas, estatinas (pitavastatina entre otras), quinolonas, azoles (isavuconazol,
voriconazol, etc.), diamidinas, antisépticos, antifingicos como la anfotericina-B, fotodindmicos,
antibidticos y antiparasitarios (miltefosina entre otros). Estas terapias se deben administrar
por via tépica y su frecuencia de dosificacién se ajusta segin las necesidades del paciente,
pudiendo durar varios meses hasta la resolucién satisfactoria de la queratitis (Siddiqui and
Ahmed Khan, 2012; Lorenzo-Morales, Khan and Walochnik, 2015; Herndndez- Martinez et
al., 2019; Hahn et al., 2020; Sifaoui et al., 2020b; Shing et al., 2020; Vézquez-Ortega et
al., 2020; Shing et al., 2021; Sifaoui et al., 2022; Rodriguez-Expésito et al., 2022).

Cuando el tratamiento no es efectivo, se deben realizar intervenciones quirirgicas que se
centran en la extirpacién del tejido corneal para eliminar la infeccién y sustituirlo por una
nueva cérnea de un donante; este trasplante de cérnea conlleva cierto riesgo de reinfeccién,
dependiendo del grado de erradicacién de los patégenos antes de la cirugia. Otros tratamientos
quirdrgicos, como la crioterapia, buscan tratar fisicamente la infeccién congelando porciones
de la cérnea para erradicar directamente los pardsitos. En casos en los que la cirugia y
la quimioterapia no consiguen resolver la infeccidn, se puede recurrir a la enucleacién
del ojo infectado (Martinez and Visvesvara, 1997; Marciano- Cabral and Cabral, 2003;
Arnalich-Montiel et al., 2013a).

El tratamiento mds utilizado contra la QA se basa en la utilizacién de dos agentes antimi-
crobianos tépicos dirigidos tanto a los trofozoitos como a los quistes; estos son la biguanida
de polihexametileno (PHMB) al 0,02% y el digluconato de clorhexidina (CLHX) al 0,02%,
utilizados en monoterapia o en combinacién con otros fdrmacos (isetionato de propamidina
o hexamidina). Asi mismo, si hay bacterias asociadas a la infeccién, se recomienda el uso
conjunto con antibidticos, como la neomicina o el cloranfenicol (Lorenzo-Morales, Khan and
Walochnik, 2015; Szentmary et al., 2019; Kofman and Guarner, 2022).

Nuevas alternativas frente a la QA:

Como se ha comentado previamente, el tratamiento de la QA puede ser téxico y doloroso.
Los fracasos de los tratamientos actuales suelen atribuirse a la capacidad de las amebas
para formar quistes resistentes; esta resistencia a los antimicrobianos unida a las infecciones
recurrentes han impulsado la bisqueda de nuevos agentes terapéuticos (Shing et al., 2021).

Un ensayo reciente en fase | en humanos ha mostrado una tolerancia general a concentraciones
mds altas de PHMB (0,08%), lo que hace posible tratar la invasién estromal profunda de
la QA (Papa et al., 2022). También, se ha visto cémo la cloroquina es capaz de inhibir a
las células durante la enquistacién de manera dosis dependiente; esto genera una nueva
diana potencial de la cloroquina en el proceso de enquistamiento, ademds de mostrar la
importancia de la relacién dosis-tiempo de los tratamientos frente a la QA (Jha et al., 2014;

Wang et al., 2023).
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a eficacia anti-amebiana de las soluciones multiusos para lentes de contacto en oca-

siones es insuficiente para reducir el riesgo de la infeccién por Acanthamoeba; a pesar

de ello, algunos estudios han demostrado que, con bajas concentraciones de nanopar-
ticulas de plata como ingrediente en estas soluciones, se puede disminuir el riesgo de infeccién
de QA (Hendiger et al., 2020; Hendiger et al., 2021). Ademés, se han llevado a cabo varios
estudios sobre la efectividad de algunas soluciones oftdlmicas frente a los trofozoitos y quistes de
Acanthamoeba, con resultados variables (Sifaoui et al., 2017; Magnet et al., 2018; Reyes-Batlle
etal., 2019; Sifaoui et al., 2020g; Sifaoui et al., 2020b; Chiboub et al., 2021; Reyes-Batlle et al.,
2021b; Randag et al., 2023).

Por otra parte, en un estudio reciente se
ha realizado un cribado para conocer la
actividad de un pequefio subconjunto de
compuestos procedentes de la biblioteca
del ReFRAME (Repurposing Focused Res-
cue and Accelerated MEdicinal chemistry)
frente a las AVL, identificando nuevos
candidatos para el desarrollo de farma-
cos contra Acanthamoeba, entre ellos la
molécula de latrunculina-B, caracteriza-
da por su actividad anti-infecciosa. Cabe
destacar que se ha realizado un estudio en
fase clinica | con este compuesto, para
evaluar el efecto reductor de la presidn
intraocular (PIO) en pacientes con hiper-
tensién ocular o con glaucoma primario
de dngulo abierto temprano (Rasmussen
et al., 2014; Kangussu-Marcolino et al.,

2019; Shing et al., 2021).

La latrunculina-B es un macrélido procedente de la esponja de mar Negombata magnifica,
anteriormente conocida como Latrunculia magnifica; esta esponja coloniza los arrecifes de coral
del Mar Rojo, siendo capaz de vivir libre en su hdbitat gracias a su mecanismo de depredacién
y defensa expulsando una toxina de color rojizo que puede envenenar a los peces. Gracias al
estudio de esta toxina se llegé al descubrimiento de las latrunculinas, compuestos citotéxicos y
antivirales con un potente y selectivo efecto sobre el citoesqueleto de la actina, desencadenando
cambios morfoldgicos, la relajacién celular, junto con un deterioro de la contractilidad celular,
la alteracién de la interaccién célula-célula y el debilitamiento de los contactos entre las células
y la matriz circundante. Este efecto es debido al anillo de 2-tiazolidinona capaz de unirse
y secuestrar a la actina formando complejos, lo que provoca el desensamblaije de los filamentos
de acting, sin alterar el microesqueleto y el sistema microtubular (Firstner et al., 2005;
Rasmussen et al., 2014).

La actina se encuentra principalmente en estructuras de locomocién citoplasméticas, como son
los acantapodios, y en diversas estructuras relacionadas con la endocitosis (Gonzdlez-Robles
et al., 2008). La actina y las estructuras del citoesqueleto son imprescindibles para determinar
la morfologia y propiedades mecdnicas de células eucariotas, ademds de estar relacionada
en procesos de motilidad celular como la exocitosis o endocitosis, adhesién y patogenia de
Acanthamoeba (Bretscher, 1991; Gumbiner, 1996; Pollard and Borisy, 2003; Dominguez and
Holmes, 2011). Cabe destacar cémo la actina también media en la fagocitosis que se produce
tras la adhesién de Acanthamoeba a las células corneales (Omafia-Molina et al., 2010).
Teniendo en cuenta esto, la actina se considera una buena diana para la inhibicién de
Acanthamoeba, a la hora de prevenir la adhesién y realizar un dafio en la morfologia del
citoesqueleto. Por ello, algunos farmacos, como las estatinas, se han probado como posi-
bles tratamientos frente a la QA, ya que estas pueden disminuir las proteinas que regulan la
organizacién del citoesqueleto de actina y actian atacando al ergosterol de la membrana
plasmdtica (Rodriguez-Expdsito et al., 2022).



as latrunculinas A 'y B son las dos latrunculinas mds comunes que provocan una

destruccidn reversible, dependiente de la dosis y del tiempo, de los haces de actina

y de las proteinas asociadas en diversas células cultivadas. En diversos estudios,
se ha visto cémo para el tratamiento del glaucoma con latrunculina-B aumenta el flujo de
salida y disminuye la PIO. La latrunculina-B en comparacién con la latrunculina-A, es mds
potente en el aumento de la facilidad de flujo de salida y produce menos aumentos transitorios
en la formacién de humor acuoso, la permeabilidad endotelial corneal y la concentracién de
proteinas en la cdmara anterior. Por ello se estima que la latrunculina-B podria ser un candi-
dato mejor que la latrunculina-A en el tratamiento del glaucoma (Okka, Tian and Kaufman,
2004; McKee et al., 2011; Rasmussen et al., 2014).

El ensayo clinico en fase | con la latrun-
culina-B al 0,005/0,01%, administrado
por via tépica para el tratamiento de la
hipertensién ocular bilateral o glaucoma
primario de dngulo abierto en humanos,
ha mostrado el aumento de la facilidad
de flujo de salida y/o disminucién de la
PIO. En dicho estudio se observé que las
dosis multiples redujeron significativamente
la PIO, aumentando la facilidad de flujo
saliente, relajando el esfinter del iris y el
misculo ciliar, sin efectos en la cémea y
con escasos Yy leves efectos adversos ocu-
lares (Okka, Tian and Kaufman, 2004;
Rasmussen et al., 2014; Thomasy et al,

2018).

1.1.6.4.

Neumonia por Acanthamoeba

1.1.6.4.1. Caracteristicas de la neumonia por Acanthamoeba

La neumonia por Acanthamoeba se produce sobre todo en pacientes con una baja respuesta
inmunitaria; esta infeccién puede diseminar a otras partes del cuerpo. Aunque todavia
no estd claro el mecanismo de accién, se ha descrito en estudios realizados en ratones,
que Acanthamoeba es capaz de provocar signos alérgicos de las vias respiratorias y que,
ademds, la infeccién produce la inflamacién de las vias respiratorias en los pulmones de
los hospedadores. Los genotipos implicados en esta infeccién son el T2, T4, 75, T16 y T18
(Visvesvara et al., 1983; Kaul et al., 2008).

Hasta la fecha, se han descrito 19 casos sin supervivencia, la mayoria de los pacientes pro-
cedian de EE. UU., pero también se han descrito casos en Polonia, Austria, Francia, Corea,
Japén e India (Kot, tanocha-Arendarczyk and Kosik-Bogacka, 2021).

1.1.6.4.2. Diagnéstico de la neumonia por Acanthamoeba

La infeccién se ha diagnosticado en la mayoria de los casos post mortem aislando amebas en
el bronco-aspirado, en el lavado bronco alveolar, o en la biopsia del tejido pulmonar. Esta
infeccién puede ser bilateral con infiltrados parcheados, y en algunos casos se ha determinado
la disminucién del nivel de hemoglobina, del hematocrito, de los glébulos blancos y de las
plaquetas (Im and Kim, 1998; Kot, tanocha-Arendarczyk and Kosik-Bogacka, 2021).

Algunas caracteristicas de los pacientes con neumonia por Acanthamoeba fueron la disminucién
del peso corporal y la deficiencia respiratoria; en el examen radiolégico se observaron
cambios intersticiales con edema pulmonar visible, ademds de mdltiples lesiones nodulares
en los pulmones del paciente infectado con A. castellanii (Kot, tanocha-Arendarczyk and

Kosik-Bogacka, 2021).
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1.1.6.4.3. Tratamiento de la neumonia por Acanthamoeba

Mdltiples factores complican el tratamiento y la prevencién de las infecciones por Acanthamoeba
como se ha indicado previamente. Estos incluyen la falta de fdrmacos autorizados actualmente
contra la forma quistica altamente resistente y por tanto inactivos, y las diferentes susceptibilidades
de las cepas a los farmacos convencionales. Hoy en dia no hay ningin farmaco aprobado para
la neumonia causada por Acanthamoeba, y es tratada mediante antibidticos, antifingicos o
antiparasitarios (como la miltefosnia) (Rayamaijhee et al., 2022).

A continuacién, se describe una tabla resumen de las infecciones producidas por Acanthamoeba
en el hombre (Tabla 1).

Tabla 1. Infecciones por Acanthamoeba en el hombre. Resumen de las infecciones humanas asociadas a Acanthamoeba y principales
caracteristicas clinicas (Tabla modificada de Rayamajhee et al. [2022]).

Continuacién Tabla 1. Resumen de las infecciones humanas asociadas a Acanthamoeba y principales caracteristicas clinicas (Tabla
modificada de Rayamajhee et al. [2022]).



1.1.7. Deteccién de Acanthamoeba en muestras ambientales

Tal y como se ha mencionado previamente, Acanthamoeba es un protozoo ubicuo, encontrado
en diferentes estudios en muestras ambientales. Acanthamoeba spp. se ha detectado gracias a
su capacidad de mantenerse y multiplicarse facilmente en agar no-nutritivo suplementado con
bacterias no encapsuladas ni pigmentadas, como Escherichia coli o Enterobacter aerogenes.
También es capaz de cultivarse sobre células de mamiferos (células Vero E6) y en una variedad
de medios de cultivo liquido de forma axénica, siendo el més utilizado el medio PYG que

permite la axenizacién de las cepas que han sido previamente aisladas en agar (Marcia-
no-Cabral and Cabral, 2003; Visvesvara, Moura and Schuster, 2007).

Otras técnicas utilizadas para su deteccién son las tinciones, tales como la de azul de lactofenol,
naranja de acriding, plata y blanco de calcofltor, utilizadas para el diagndstico en secciones
histolégicas y muestras ambientales, como por ejemplo el contenido de estuches de lentes de
contacto (CDC, 2019).

Por otra parte, en los Gltimos afios las técnicas moleculares han permitido determinar los
genotipos y la variabilidad genética de Acanthamoeba en diferentes tipos de muestras,
siendo muy Util en estudios ambientales, y de aplicacién en aquellos en los que se evalia la
eficiencia del tratamiento del agua (Magnet et al., 2012; Magnet et al., 2014; Gomes et al.,
2020). Las més utilizadas son: la PCR convencional de genotipo y la PCR triplex a tiempo
real. La PCR convencional amplifica un fragmento del gen ASA.S1 de la subunidad 18S del
ADN ribosomal con un tamafio entre 423 a 551 pb especifico de Acanthamoeba, obtenido
con los cebadores JDP1 y JDP2. Esta PCR es altamente especifica para el género Acan-
thamoeba, siendo capaz de detectar todos los genotipos conocidos de forma individual
gracias a la secuenciacién (Schroeder et al., 2001). La PCR triplex a tiempo real es capaz
de detectar de forma simultdnea las especies de AVL: Acanthamoeba spp., B. mandrillaris,
y N. fowleri, esta PCR demostré una elevada especificidad siendo capaz de detectar una
sola ameba por muestra analizada y un tiempo minimo de realizacién de la prueba, inferior
a 5 horas (Qvarnstrom et al., 2006).

Lla PCR como método de diagnéstico de
Acanthamoeba posee una mayor sensibili-
dad (94%) en comparacién con el examen
microscépico (33%) o cultivo (77%); pero
esta sensibilidad puede verse afectada en
ocasiones por sustancias inhibidoras, un
problema que influye particularmente en el
andlisis de muestras de origen ambiental
(Magnet et al., 2012; Mungroo et al., 2022).

De hecho, en los estudios realizados por
Gomes et al. (2020) consideran ambos mé-
todos (PCR y cultivo) como complementarios
en los estudios realizados en las ETAP y EDAR
de la zona centro de Espafia, detectando los
genotipos T4y T5 (Gomes et al., 2020).
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n la Tabla 2 se muestran algunos estudios epidemioldgicos mds recientes sobre la
presencia de estas amebas en muestras ambientales de agua como: las plantas de
tratamiento de agua potable, agua corriente o el agua del grifo de diferentes paises.

Tabla 2. Ejemplos de deteccién de Acanthamoeba en muestras ambientales acudticas en los Gltimos afios.



Continuacién Tabla 2. Ejemplos de deteccién de Acanthamoeba en muestras ambientales acudticas en los Gltimos afios.
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Continuacién Tabla 2. Ejemplos de deteccién de Acanthamoeba en muestras ambientales acudticas en los ltimos afios.



or ofra parte, numerosos estudios en distintas muestras ambientales procedentes de
los hospitales han mostrado una elevada presencia de Acanthamoeba, detectdndose
gracias al cultivo en agar no nutritivo y PCR de la subunidad 18S del ARNry posterior
secuenciacién. Algunos de estos se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Ejemplos de deteccién de Acanthamoeba en muestras ambientales de hospitales en los Gltimos afios.
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1.1.8. Prevencién y control de Acanthamoeba

La prevencién y el control de estas amebas es dificil, al tratarse de organismos ubicuos.
De hecho, en el caso de la EGA, no hay medidas profilacticas especificas que puedan
emplearse para evitar esta infeccién, al afectar sobre todo a individuos inmunocomprometidos
esta prevencién es mdas complicada (Visvesvara, Moura and Schuster, 2007).

Aunque inicialmente la infeccién por Acanthamoeba spp. se asociaba a pacientes inmuno-
comprometidos, desde 1986 se ha convertido en un problema de salud piblica mundial al
causar infecciones en usuarios sanos de lentes de contacto, como es el caso de la QA. Estos
usuarios son aquellos que fundamentalmente deben seguir algunas estrategias determinadas
para la prevencién de esta infeccidn; siendo la estrategia general impedir el contacto directo
de Acanthamoeba con el ojo. Para ello, se debe evitar el uso de lentes de contacto al realizar
actividades que impliquen agua, incluida la ducha o el bafio; otras estrategias a seguir son:
lavar las manos con agua y jabdn y secarlas bien antes de manipular las lentes de contacto,
cambiar las lentes segin lo prescrito, usar lentes reutilizables, limpiarlas con los liquidos
correspondientes segln las instrucciones del fabricante, no usar otro tipo de agua o solucién
salina casera para desinfectar, guardar bien las lentes de contacto con liquido renovado
en cada uso utilizando recipientes de almacenamiento limpios y adecuados que deben ser
remplazados cada 3 meses, y, por Gltimo, someterse a revisiones oculares periédicas,
acudiendo al médico en cuanto haya algin sintoma o signo de infeccién en el ojo (CDC,
2019; Kofman and Guarner, 2022). De hecho, en un estudio realizado por Gomes et al. se
detecté una alta presencia del ADN de Acanthamoeba (49,2%) en lentes de contacto donadas
por individuos sanos que reconocieron no mantener las practicas higiénicas adecuadas con
estas (Gomes Tdos et al., 2016).

Estas amebas estdn ampliamente distribuidas
en la naturaleza y con frecuencia estén aso-
ciadas al biofilm en el medio ambiente, estos
biofilm proporcionan al pardsito proteccién
frente a agresiones externas, favoreciendo asi
su mayor patogenicidad, ademés de proteger
y facilitar la diseminacién de otros patégenos
que residen en las amebas. Por ello, algunos
estudios, han propuesto como medida pre-
ventiva controlar y limitar la formacién de
estos biofilm en superficies de filtros, tuberias
o reservorios en el sistema de purificacién y
distribucién del agua (Wingender and Flem-
ming, 2011; Pinto et al., 2021).

Por oftro lado, diferentes autores consideran que la mayor estrategia de prevencién y control
frente a Acanthamoeba es disminuir la posibilidad de exposicién del hombre en aguas
destinadas al consumo humano, pero esta medida es muy dificil de realizar ya que tanto
en la normativa europea como en la espafiola no se recoge el control de estos pardsitos
(Magnet et al., 2012; Cope, Roy and Ali, 2018; Shimmura-Tomita et al., 2018; Directive-
(EU)-2020/2184, 16 December 2020; Gomes et al., 2020; Kofman and Guarner, 2022;
Mungroo et al.,, 2022). La normativa espafiola utilizada para el tratamiento de agua potable
es el Real Decreto-Ley 3/2023, en el cual no se hace mencién a un control especifico de
Acanthamoeba u otras AVL (Real Decreto-Ley 3/2023).



1.1.9. Papel vectorial de Acanthamoeba

Los trofozoitos de Acanthamoeba se alimentan preferiblemente de bacterias Gram-negativas
que se encuentran en el ambiente, a través de fagocitosis y de la posterior lisis bacteriana
en el interior de un fagolisosoma. Debido a esta capacidad fagocitica se considera que
Acanthamoeba es capaz de albergar en su interior numerosos microorganismos como bacterias,
virus, hongos y protozoos, siendo algunos de estos, patégenos para el ser humano (Tabla 4).
Esta capacidad de endocitosis puede hacer que Acanthamoeba actie como reservorio
ambiental de estos microorganismos y favorezca el desarrollo de los mismos en su interior,
considerdndose por lo tanto microorganismos obligados o facultativos. Ademads, se ha des-
crito que muchas de estas bacterias pueden adquirir factores de virulencia en el interior de
las amebas, lo que posiblemente favorezca su supervivencia en otras células fagociticas,
como por ejemplo, Legionella en los macréfagos humanos; esto unido a la capacidad de
resistencia de los quistes a procesos de desinfeccién (tratamiento con cloro e irradiacién
de luz UV, entre otros) hace que algunas de las bacterias sean capaces de sobrevivir y
multiplicarse en el interior de estos quistes, estando protegidas y escapando de los trata-
mientos de desinfeccidn. Este es uno de los motivos por el cual estas amebas tienen una
gran importancia epidemioldgica y una gran implicacién en la salud humana, teniendo un
papel primordial en la etiologia de ciertas enfermedades bacterianas en la comunidad y en
un entorno nosocomial, debido a capacidad de colonizar distintos sistemas de distribucién
de agua (torres de refrigeracién, humidificadores, redes de distribucién de agua potable
u hospitales) (Visvesvara, Moura and Schuster, 2007; Corsaro et al., 2010; Siddiqui and
Ahmed Khan, 2012; Kofman and Guarner, 2022).

Drozanski demostré por primera vez la infeccién
de Acanthamoeba spp. por bacterias y su pos-
terior salida como resultado de esta interaccién
(Drozanski, 1956). Algunos afios mds tarde, se
observé que muchas de esas amebas llevaban
también otros simbiontes en su interior, pudiendo
actuar como reservorios e incluso como “Caba-
llo de Troya” de distintas bacterias, de forma que
estarian protegidas del estrés medioambiental y
podrian diseminarse y multiplicarse a través de
estas amebas. La interaccién de estas amebas
con bacterias constituye una relacién altamente
compleja que puede estar influida por distintos
factores: la virulencia de la ameba, la virulencia
de la bacteria y las condiciones ambientales a
las que estén expuestas (Marciano-Cabral and

Cabral, 2003).

Esta relacién de simbiosis es altamente compleja, viéndose reflejada en ocasiones con un
beneficio tanto para la ameba como para el microorganismo. Algunas de estas bacterias,
como Llegionella, han desarrollado resistencia a la fagocitosis, pudiendo no solo sobrevivir
en el interior de la ameba sino también multiplicarse. Este tipo de interaccién permitié la
utilizacién de cultivos de Acanthamoeba para el aislamiento de algunos microrganismos
dificiles de cultivar, como por ejemplo Legionella (Rowbotham, 1983; Marciano-Cabral

and Cabral, 2003; José Maschio, Corcdo and Rott, 2015).
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Tabla 4. Ejemplos de organismos que pueden actuar como endosimbiontes de Acanthamoeba spp. (Tabla modificada de Siddiqui y
Ahmed Khan [2012]).



Continuacién Tabla 4. Ejemplos de organismos que pueden actuar como endosimbiontes de Acanthamoeba spp. (Tabla modificada

de Siddiqui y Ahmed Khan [2012]).

1.1.9.1. Interaccién Acanthamoeba-Legionella

En 1980, Rowbotham describié por primera vez la interaccién entre Acanthamoeba y
Legionella, una bacteria intracelular capaz de sobrevivir en ambientes desfavorables gracias a
su simbiosis con esta ameba (Rowbotham, 1980). Se ha descrito que aproximadamente el 20-24%
de los aislados corneales y ambientales de Acanthamoeba albergan bacterias intracelulares

(Fritsche et al., 1993; Fritsche et al., 2000).

Las bacterias, entre ellas Legionella, pueden encontrarse tanto en el trofozoito como en el
quiste de la ameba, confiriéndole proteccién frente a los factores adversos ambientales, como
son el estrés osmético, la falta de nutrientes, el calor y los biocidas; y, como consecuencia,
ayudando asi a la supervivencia de la bacteria en el ambiente y frente a los tratamientos de
desinfeccién del agua (Barker, Scaife and Brown, 1995; Magnet et al., 2015). Legionella es
capaz de vivir y multiplicarse en el interior de Acanthamoeba, y en algunas ocasiones se ha
descrito el aumento de su virulencia al utilizar la infeccidn en estas amebas como “campo de
entrenamiento” para la posterior infeccién en los macréfagos humanos (Richards et al., 2013),
adquiriendo proteinas de los eucariotas mediante transferencia horizontal de genes (Brugge-
mann et al., 2006; Escoll et al., 2013).
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Figura 12.

a entrada de Legionellg, tanto en Acanthamoeba como en los macréfagos alveolares,

se produce por un mecanismo de “fagocitosis por enrollamiento” (coiling phago-

cytosis) por la que surge un pseuddpodo que va enrollando a la bacteria en una
espiral que da lugar a un fagosoma que inhibe la fusién del mismo con los lisosomas
(Bozue and Johnson, 1996). L. pneumophila elude dentro de Acanthamoeba las defensas
del hospedador, y, a su vez, accede a los nutrientes a través del reticulo endoplasmdtico, trans-
portadores de membrana y la fusién con otras vesiculas citoplasmdticas. Se ha demostrado
que L. pneumophila escapa al fagosoma de A. castellanii produciendo subpoblaciones
capaces de persistir, altamente virulentas y tolerantes a los antibidticos, debido a que han
sufrido distintas alteraciones morfoldgicas y transcripcionales durante el curso de la infeccién
(Figura 12). De forma similar, L. feeleii expresa, tras infectar Acanthamoeba, los factores
SdhA y LegK?2 implicados en la fusién fagosoma-lisosoma y en el redireccionamiento del
fagosoma a un compartimento replicativo (Gomes et al., 2018).

Imagenes de Acanthamoeba castellanii infectada con Legionella pneumophila. Imégenes tomadas en microscopia electrénica
de Acanthamoeba castellanii post infeccién con L. pneumophila a las 8, 16 y 24 horas (Figura tomada de Li et al. [2020]).

Una vez que Acanthamoeba fagocita a Legionella y esta Gltima escapa de la actividad de los
lisosomas para multiplicarse en el citoplasma, se produce la lisis del protozoo, liberandose asi
al medio (Figura 13). Este mecanismo de interaccién se altera por la temperatura, de modo
que, a temperaturas de alrededor de los 37°C, Legionella es capaz de evadir la digestién
amebiana y reproducirse, mientras que a 20°C, es Acanthamoeba la que utiliza las bacterias
como nutriente (Anand et al., 1983). La capacidad de Legionella para resistir la depredacién
por Acanthamoeba en el medio ambiente puede impulsar la evolucién de rasgos que poste-
riormente pueden ser utilizados como rasgos de virulencia durante las infecciones humanas,
resistiendo a los fagocitos del SI (Rayamajhee et al., 2022).

Figura 13. Imégenes de la liberacién de Legionella tras su paso por Acanthamoeba. Tincién de Giemsa de lisis celular de Acanthamoeba

castellanii con Legionella en su interior (Figura tomada de Kim et al. [2023]).



vando la internalizacién ocurre en los macréfagos, tras su multiplicacién, Legionella

induce la apoptosis de estos, pero no asi en Acanthamoeba en la que induce necrosis.

La salida de las bacterias de las amebas necrotizadas se realiza mediante la formacién
de poros (Gao and Kwaik, 2000). Debido a que los mecanismos de reconocimiento, entrada y
divisién intracelular de Legionella en células de mamiferos como en amebas son muy similares,
la interaccién previa con Acanthamoeba parece conferir a Legionella una serie de atributos
que le facilitan su supervivencia en el hospedador humano y la capacidad de producir la
apoptosis en los macréfagos. Se han observado cambios en la morfologia y fisiologia de
Legionella tras su paso por Acanthamoeba, como, por ejemplo, la reduccién en el tamafio
bacteriano cuando se compara con las bacterias que han crecido en cultivos in vitro, cambios
en la superficie bacteriana o incluso en la motilidad. Por otra parte, como ya se ha comentado,
las bacterias que han crecido dentro de las amebas son mads resistentes a los agentes biocidas
y presentan una mayor capacidad para dividirse e invadir los macréfagos humanos (Cirillo,
Falkow and Tompkins, 1994; Barker, Scaife and Brown, 1995).

Ademés de la interaccién de Acanthamoeba con diferentes especies de Legionella cultivables,
se han descrito un grupo de 12 bacterias conocidas como LLAP (“Legionella-like Ameba
Pathogens”, patégenos de amebas similares a Legionella) que pueden producir infecciones
respiratorias en el hombre, pero que no son cultivables in vitro (Drozanski, 1956). Las AVL
son su principal hospedador ambiental, donde estas bacterias no solo sobreviven, sino que
también logran multiplicarse; esta relacién puede conducir a un aumento de la virulencia
bacteriana (Magnet et al., 2015).

1.2. LEGIONELLA

Legionella es una bacteria Gram-negativa presente en diversos ecosistemas acudticos, tanto naturales
como artificiales, llegando a estar presente en las redes de abastecimiento de agua potable y por lo
tanto en las edificaciones que se abastecen de esta agua, como es el caso de los hospitales. Esta
bacteria es capaz de producir infeccién pulmonar y extrapulmonar debido a la inhalacién de
aerosoles de agua contaminada generados por pulverizaciones, chorros o nebulizaciones (European
Centre for Disease Prevention and Control, 2022; OMS, 2022).

Legionella se encuentra en el ecosistema acudtico,
ya sea libremente, asociada al biofilm, y/o en el
interior de diversos protozoos, entre ellos Acantha-
moeba, Naegleria, Vermamoeba (Hartmannella) y
Tetrahymena. Debido a la capacidad de simbiosis
con las AVL, se consideran bacterias intracelulares,
capaces de sobrevivir y multiplicarse, no solo en el
interior de estas amebas, sino también, dentro de
los macréfagos alveolares llegando a producir la
patologia humana (Mercante and Winchell, 2015;
Gomes et al., 2020).

Legionella pneumophila es la especie mds importante conocida como agente causal de la enfermedad
del legionario, o legionelosis, y de la fiebre de Pontiac. Sin embargo, hasta el momento, mdas de 60
especies se han aislado del medio ambiente, y aproximadamente la mitad de estas son capaces
de producir enfermedad en los seres humanos, como es el caso de L. feeleii, L. anisa, L. micdadei,
L. bozemanii o L. jordanis, entre otras (Greub and Raoult, 2004).
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esde el punto de vista bioquimico, estas bacterias se consideran catalasa positiva, oxidasa
variable, ureasa negativa, licuan la gelating, y no poseen la capacidad de reducir los nitratos
a nitritos, ni de fermentar los hidratos de carbono. Estas bacterias se consideran microrga-
nismos aerobios obligados, caracteristicos por sus exigentes requerimientos nutricionales, la principal
fuente de energia y carbono de estas bacterias son los aminodcidos de sering, treoning, histiding,
tirosina y triptéfano, ademds de otros compuestos orgdnicos como el almidén. La mayoria de las
especies de Legionella poseen actividad férrico reductasa, generando un pigmento marrén llamado
piomelanina, y producen B-lactamasas, por lo que son resistentes a los antibidticos B-lactamicos (Pine

et al., 1979; Benson and Fields, 1998; Chatfield and Cianciotto, 2007).

Estas bacterias son termotolerantes, siendo capaces de multiplicarse entre los 20°C y los 45°C; de
permanecer latentes entre 45°C y 60°C y de llegar a inactivarse a temperaturas superiores a los 70°C
(Ausina et al., 2005; Murray, 2021).

Legionella es capaz de crecer en medios selectivos

y no selectivos, detectdndose colonias tras 3 a 5

dias de incubacién con un didmetro entre 0,5 mm a

1 mm, que se encuentran aisladas individualmente,

con forma plana, mérgenes definidos y apariencia

iridiscente (Figura 14). Las colonias mds antiguas

miden entre 3 y 4 mm con una forma més convexa

y su aspecto se asemeja a un cristal escarchado.

Para su confirmacién deben realizarse cultivos

en diferentes medios selectivos en presencia y

ausencia de L-cisteina, ya que estas bacterias

son dependientes de este aminodcido, el més

utilizado es el medio BCYE (Buffered Charcoal

Yeast Extract agar) con vy sin cisteina. A la hora

de detectar las diferentes especies de Legionellq,

se emplean técnicas mds sofisticadas como son Figura 13. Colonias de Legionella spp. tras 5 dias de in-

los métodos de aglutinacién, andlisis de las ca- cubacién a 37°C en placa de Agar BCYE con
K . : . X X L-cisteina (Figura tomada del catdlogo de la

racteristicas fenotipicas, identificacién seroldgica web de Thermo Fisher Scientific Inc.).

o técnicas moleculares, entre otras (Cunha, Burillo

and Bouza, 2016).

Por otra parte, conviene realizar una tincién de Gram ya que estas bacterias son Gram-negativas
con capacidad pleomérfica, poseen un tamafio entre 0,3-0,9 um por 2 um. Dependiendo de la
temperatura y las condiciones del medio en el que se encuentran (pH, presencia de nutrientes y
metabolitos) pueden encontrarse en forma de cocobacilos cortos, bacilos finos y/o formando largos
filamentos (Figura 15) (Mercante and Winchell, 2015; Murray, 2021). Ademés, algunas de las especies
pueden presentar un flagelo polar o lateral implicado en la motilidad (Benson and Fields, 1998).

Figura 15. Tincién de Gram de Legionella spp.: Bacilos finos y formando filamentos de Legionella spp. en microscopia Sptica con tincién

de Gram (Figura tomada de la web del CDC- PHIL Public Health Image Library).



1.2.1. Historia de Legionella

En 1979 se establecié por primera vez el género Legionella, tres afios después de la 76°
Convencién de la Legién Americana, realizada en la ciudad de Filadelfia en 1976, en
donde se desarrollé un gran brote de neumonia que afecté a los participantes, causando
el ingreso de 147 individuos y el fallecimiento de 29 de ellos. Este brote llevé a una intensa
investigacién del agente causal, identificando asi a un bacilo Gram-negativo. que fue
caracterizado y clasificado como Legionella pneumophila en referencia a los legionarios
que fueron victimas en este brote (Sharrar and Parkin, 1976; Fraser et al., 1977; Brenner,
Steigerwalt and McDade, 1979).

El descubrimiento de Legionella y el desa-
rrollo de medios de crecimiento bacteriano
apropiados para esta bacteria permitieron
el estudio retrospectivo de antiguos brotes
en pacientes con sintomas respiratorios no
resueltos, describiéndose mds de 50 espe-
cies nuevas de Legionella, de las cuales 24
se asociaron a enfermedades en humanos
(Newton et al., 2010). En 1943, Tatlock aislé
las primeras cepas de Legionella spp.; este
descubrimiento se realizé en cobayas a tra-
vés del uso de técnicas para el aislamiento
de Rickettsia. En 1947 Jackson et al. des-
cribieron una nueva cepaq, y fue en 1954,
cuando Drozanski, en Polonia, consiguié
aislar una bacteria capaz de infectar a las
AVL del suelo (Tatlock, 1944; Drozanski,
1956). Estos microrganismos fueron descritos
inicialmente pertenecientes al género Rickettsia,
sin embargo, muchas de estas especies se
reclasificaron posteriormente como Legionella
(Hookey et al., 1996).

1.2.2. Taxonomia y clasificacién de Legionella

La clasificacién taxondémica de los organismos procariotas, a diferencia de los eucariotas,
se realiza segin la opinién y el juicio cientifico, por lo que varia a lo largo de los afios.
Actualmente, el mejor consenso en la comunidad cientifica es la “Guia Taxonémica de
Bacterias y Arqueas” (Taxonomic Outline of the Bacteria and Archaea) elaborada en el
Bergey's Manual of Systematics of Archaea and Bacteria (2015). Basdndose en esto la
clasificacién taxonédmica de Legionella spp. se muestra en la Tabla 5.
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Tabla 5. Clasificacién taxondémica de Legionella.

El género Legionella pertenece a la familia Legionellaceae, si bien, algunos investigadores
propusieron dentro de esta familia tres géneros separados: Legionella, Fluoribacter y
Tatlockia (Garrity, Brown and Vickers, 1980). Sin embargo, el andlisis del ARNr 16S
confirma que estas bacterias poseen una similitud de mas del 95% entre ellas, lo que no
justificaba tal divisién, siendo la familia Legionellaceae un Gnico subgrupo monofilético
dentro de la subdivisién Gammaproteobacteria (Fry et al., 1991).

El género Legionella comprende més de 60 especies aisladas de muestras ambientales y
alrededor de la mitad de estas especies se asocian a alguna enfermedad; estas han sido
clasificadas en base a las caracteristicas morfolégicas, bioquimicas, fisiolédgicas y genéticas
(Khodr et al., 2016). La primera especie descrita fue clasificada como Legionella pneumophila
Philadelphia-1, esta denominacién se debe a la palabra “legién” como referencia del
aislamiento a partir de los legionarios americanos; pneuman/philos, que provienen del
griego antiguo "pulmén" y “amor fraterno”; y la cepa Philadelphia, en honor a la ciudad
donde fue aislada (Brenner, Steigerwalt and McDade, 1979). Esta especie estd dividida
en 16 serogrupos de acuerdo con su distribucién antigénica detectada por anticuerpos
monoclonales; las cepas del serogrupo-1 se dividen a su vez en sub-grupos (Joly et al.,
1986; Helbig et al., 1997).



pneumophila, L. pneumophila fraseriy L. pneumophila pascullei (Brenner et al., 1988).

Hoy en diq, L. pneumophila comprende 16 serogrupos, de los cuales el serogrupo-1 es
el mas frecuente (Murray, 2021). Por otro lado, se han identificado doce grupos filogenéticos
de bacterias pertenecientes a cinco especies que se han descrito como LLAP, cuya caracteristica
es la capacidad de vivir en el interior de las AVL; este grupo de bacterias esté relacionado
estrechamente con el género Legionella, teniendo en cuenta la secuencia del gen del ARNr
16S; debido a esto, actualmente, se han asignado como especies de Legionella: L. drozanskii
(LLAP-1), L. Iytica (LLAP-3, LLAP-9, LLAP-7), L. rowbothamii (LLAP-6), L. fallonii (LLAP-10), y
L. drancourtii (LLAP-12). La gran diferencia entre estas LLAP y Legionella es que las LLAP no
pueden ser cultivadas en los medios de cultivo tipicos para Legionella (Fields, Benson and

Besser, 2002; Muder and Yu, 2002; Khodr et al., 2016).

E n 1988, Brenner dividi6 la especie L. pneumophila en tres sub-especies: L. pneumophila

Aun cuando L. pneumophila es la especie més
estudiada debido a su prevalencia y capacidad
de producir enfermedad en humanos, L. feeleii
se considera la segunda especie mds patégena.
Esta especie fue aislada en 1981 en el sistema
de refrigeracién de una planta ensambladora
de coches en Canadd, afectando a 317 em-
pleados, los cuales fueron diagnosticados
mediante ensayos seroldgicos y evaluacién
clinica. Pero no fue hasta 1984, cuando se
describié L. feeleii como una nueva especie,
cuyo nombre hace honor al investigador que
participé en el estudio de las epidemias por
Legionella, el Dr. James C. Feeley (Herwaldt et
al., 1984). Al afio siguiente, se aislé e identificd
el serogrupo-2 de L. feeleii procedente de un
paciente con neumonia (Thacker et al., 1985).

1.2.3. Ciclo biolégico de Legionella

Legionella es una bacteria intracelular facultativa que puede vivir y multiplicarse de manera
similar en el interior de las AVL, las células epiteliales, los monocitos humanos y los macréfagos
alveolares de los hospedadores infectados. La infeccién en el hombre se debe a la inhalacién
de particulas de aerosoles o agua contaminadas con Legionella; de esta manera accede
al pulmén infectando los macréfagos alveolares y llegando a producir el desarrollo de una
neumonia atipica (Murray, 2021).
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. pneumophila en su ciclo de vida alterna entre la forma de transmisién virulenta

(flagelar) y la forma de replicacién (inmévil) situada en el interior de los macréfagos

alveolares y en las AVL (Rowbotham, 1986). En primer lugar, la bacteria entra en la
célula por fagocitosis convencional o por enrollamiento, excepto en los monocitos humanos
y en algunas AVL donde se produce a través de una macro-pinocitosis o endocitosis mediada
por receptores de fagocitosis. A continuacién, las cepas virulentas son capaces de sobrevivir
e iniciar una cascada de sefializacién para evitar la fagocitosis y transformar el fagosoma en
un nicho para la multiplicacién, evitando la fusién con el lisosoma. Legionella capta vesiculas
derivadas del reticulo endoplasmatico de la célula hospedadora para convertir el fagosoma
en una vacuola contenedora de Legionella (VCL) y de replicacién, donde se multiplican
por fisidén binaria. Para ello, la bacteria inhibe el estallido oxidativo, reduce la acidificacién del
fagosoma, bloquea la fusién fagosoma- lisosoma con la ayuda de la enzima serina-treonina
quinasa, cambia el “tréfico” de orgdnulos y modula la maduracién endosomal en la célula
hospedadora (Fields, Benson and Besser, 2002; Allombert et al., 2013).

Al disminuir los nutrientes, se activa la expresién de genes que inducen la apoptosis y necrosis
de la célula para liberar las bacterias. Ademds, se activa la expresién de genes de infecti-
vidad que ayudan a L. pneumophila a resistir al estrés extracelular y mejoran la invasién de
otras células (Kirby et al., 1998; Alli et al., 2000; Hammer, Tateda and Swanson, 2002).
Asi evoluciona a la forma infectiva flagelar que puede diseminar e inhibir la maduracién
del fagosoma en la nueva célula hospedadora, pudiendo volver a realizar su ciclo de vida
(Figura 16) (Byrne and Swanson, 1998; Fields, Benson and Besser, 2002).

Figura 16. Ciclo de vida de Legionella. (1) Legionella entra a las vias aéreas, (2a) La bacteria entra por endocitosis a los monocitos y/o (2b)
es fagocitada por macréfagos alveolares, (3) evita la fusidn lisosoma-fagosoma, (4) las cepas virulentas se dividen en la vacuola
contenedora de Legionella (5) induce la muerte de la célula'y son liberadas, (6) infectan a otras células. Creado con BioRender.com.



1.2.4. Distribucién y epidemiologia de Legionella

Legionella se encuentra de forma ubicua en ambientes acudticos tanto naturales como artificiales,
entre ellos, lagos, rios, aguas termales, sistemas de distribucién de agua, torres de aire acon-
dicionado, humidificadores, instalaciones de hidromasaije, etc. Por otra parte, cabe destacar
que algunas especies, entre ellas L. longbeachae, se pueden hallar en el suelo (OMS, 2022).
Aquellos individuos que estén expuestos a estos nichos son susceptibles de ser infectados,
segin la frecuencia, duracién y distancia a la que se encuentren del agua contaminada.
Sin embargo, la probabilidad de que una de estas fuentes cause infeccién depende de la
concentracién bacteriana, la virulencia de la bacteria, la eficacia de la transmisién y el tipo
de aerosol (Cunha, Burillo and Bouza, 2016).

Estos ecosistemas actian como reservorios para la infeccién de estas bacterias, que son
capaces de vivir y crecer en el agua a temperaturas entre 20°C y 50°C, pudiendo proliferar
en AVL o en los biofilm creados debido al estancamiento del agua y la acumulacién de
sedimentos que sirven de nutrientes para estas bacterias, llegando a aislarse més de una
especie en el mismo lugar (Ausina et al., 2005). Cabe destacar que tanto las AVL, actuando
como hospedador, asi como el biofilm, favorecen la distribucién y proteccién ante elevadas
temperaturas, desinfectantes y altas concentraciones de cloro (Thomas et al., 2006; Thomas
et al., 2008; Mercante and Winchell, 2015). Por otra parte, en el biofilm pueden realizarse
transferencia horizontal de genes que confieren resistencia a Legionella frente a los biocidas.
Teniendo en cuenta esto, la presencia del biofilm y de las AVL, junto con una temperatura
adecuada, constituyen un papel fundamental en la multiplicacién y amplificacién de Legionella
en las redes de abastecimiento de agua potable hasta alcanzar concentraciones infectantes
para el ser humano (Lau and Ashbolt, 2009). Por lo tanto, el control del biofilm y de las AVL
podria favorecer una prevencién més eficaz contra la legionelosis (Stewart et al., 2001;
Fields, Benson and Besser, 2002; Schwartz et al., 2003; Borella et al., 2004).

Debido a la alteracién producida por el
hombre en el medio ambiente, la legionelosis
se ha incrementado en los Oltimos afios. Es-
tas bacterias en su estado natural causarian
de forma rara una enfermedad en humanos;
de hecho, se ha descrito que la presencia de
Legionella en entornos naturales no parece
estar implicada en brotes de legionelosis
(Fields, Benson and Besser, 2002). Gene-
ralmente, esa infeccién es una enfermedad
adquirida en la comunidad, pero también
puede estar asociada a viajes o a neumonias
nosocomiales (Vaccaro et al., 2016).

En numerosos estudios se ha evaluado y dado a conocer las diversas condiciones que pueden
favorecer el crecimiento y colonizacién de estas bacterias en instalaciones hidrosanitarias,
a las que estd expuesta la poblacién de forma cotidiana. Estas bacterias se encuentran
en bajas concentraciones en los reservorios naturales y es a través de las Estaciones de
Tratamiento de Agua Potable (ETAP) cuando alcanza una concentracién dptima para la
infeccién (Mercante and Winchell, 2015). En Espafia, en la meseta central, Legionella spp.
ha sido aislada en el interior de Acanthamoeba spp., en el 76% de las muestras de agua
procedentes de embalses y bafos recreativos (Magnet et al., 2015).
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nada, aunque también puede contraerse por aspiracién de esta, sobre todo por par-

te de los pacientes hospitalizados vulnerables, o por la exposicién del recién nacido
durante los partos en el agua (OMS, 2022). En general, la transmisién entre personas no es
comun; a pesar de esto, en 2014 se describié por primera vez un posible caso producido por
L. pneumophila en Portugal (Correia et al., 2016). Por otro lado, se han comunicado casos
asociados a la infeccién extrapulmonar ocasionados por el contacto directo de heridas con
agua contaminada con Legionella spp. (Lowry et al., 1991).

I a forma de transmisién mds frecuente es la inhalacién de aerosoles con agua contami-

Estudios epidemioldgicos sugieren que Legionella es capaz de desplazarse hasta 10 km.
en forma de aerosol (Prussin, Schwake and Marr, 2017). La mayoria de las personas sanas
expuestas a esta bacteria no llegan a contraer la infeccidn. A pesar de ello, existen factores
de riesgo asociados a padecer esta enfermedad: la edad (mayores de 50 afos), el sexo
(masculino), ser fumadores o exfumadores, personas con enfermedad pulmonar crénica
(enfermedad pulmonar obstructiva crénica o enfisema), personas con un Sl debilitado

debido a enfermedades subyacentes o al tratamiento con diversos farmacos (trasplantados,
con cdncer, diabetes o insuficiencia renal) (CDC, 2021; ECDC, 2023).

Se cree que la legionelosis afecta a todas
las partes del mundo, pero su incidencia va-
ria considerablemente en funcién del nivel
de vigilancia y de notificacién de cada pais,
ya que muchos paises carecen de medios de
diagndstico adecuados, por lo tanto, la tasa
de incidencia real se desconoce; se estima
que el nimero real de casos de enfermedad
del legionario podria ser de entre 1,8 a 2,7
veces mayor de lo que se notifica. No obstante,
teniendo en cuenta que es una enfermedad
de declaracién obligatoria establecida por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS),
en Europa, Australia y EE. UU. se detectan
cada afio de 10 a 15 casos por cada millén
de habitantes, generalmente, con un aumento
de casos en el verano y a principios del otofio,
aunque puede ocurrir en cualquier época del

afio (CDC, 2021; OMS, 2022).

En Europa, el centro ECDC (European Center for Disease and Prevention) realiza periédi-
camente un informe de vigilancia con datos sobre la legionelosis recogidos por una red de
30 paises denominada ELDSNet (European Legionnaires’ Disease Surveillance Network).
El ¢ltimo informe realizado en 2021 registré un aumento significativo de casos en la UE/EEE
(Unién Europea/Espacio Econédmico Europeo), siendo la mayor tasa anual de notificacién
de legionelosis hasta la fecha con més de 10.700 casos notificados y 704 victimas mortales
conocidas, calculdndose una tasa de 2,4 casos por cada 100.000 habitantes. Alemania,
Espafa, Francia e ltalia representaron el 75% de los casos notificados. Dada la tasa de
mortalidad relativamente alta y las dificultades para identificar y controlar las fuentes am-
bientales, es crucial que las autoridades de salud piblica se mantengan vigilantes para
detectar los brotes (ECDC, 2023).



por L. pneumophila sg-1, ya que los métodos utilizados actualmente para el diagnéstico

hospitalario de la legionelosis consisten en la deteccién especifica de esta especie
al ser la mds frecuente (Muder and Yu, 2002; OMS, 2022; ECDC, 2023). Esto trae como
consecuencia que los casos de neumonia producidos por los demds serogrupos de L. pneu-
mophila y otras especies de Legionella no sean identificados (Muder and Yu, 2002).

E | mayor nimero de casos de legionelosis notificados a nivel mundial estén producidos

En general, Espafia es uno de los paises europeos que notifica tasas mds elevadas de
legionelosis, manteniendo una tendencia creciente hasta el afio 2019. Se considera uno
de los 4 paises europeos con mayor nimero de casos confirmados de la enfermedad del
legionario: en 2019 se notificaron 1.579 casos de los cuales 1.543 fueron autéctonos y 36
fueron casos importados contraidos en otros paises; el 70% de los casos de legionelosis fue
en hombres y la incidencia aumenté con la edad en ambos sexos (Cano Portero, Martin
Mesonero and Amillategui Dos Santos, 2021). Por otra parte, hay que destacar que en Espafia
la legionelosis es la tercera causa de infeccidn bacteriana y de mortalidad asociada a la
neumonia, y es una de las principales causas de neumonia severa; esto muestra una clara
evidencia de la letalidad de esta bacteria en este pais (Garcia-Vidal and Carratala, 2006;
Herrera-Lara et al., 2013). La legionelosis adquirida en el hospital tiene una gran importancia
ya que puede llegar a alcanzar unas tasas muy altas de mortalidad en individuos inmuno-
comprometidos y de edad avanzada (OMS, 2022).

Aunque los casos de Legionella no-pneumophila son poco frecuentes, es relevante una
deteccién temprana y simultdnea de las bacterias del género Legionella tanto en el dmbito
clinico como ambiental, ya que en los Gltimos afios estos casos de Legionella no-pneumo-
phila han aumentado. En aguas de la red hospitalaria en ltalia se encontré la presencia de
L. anisay L. bonzemanii (De Giglio et al., 2023); ademds en pacientes se ha llegado a encontrar
casos de legionelosis producidos por L. anisa (Bornstein et al., 1989; Vaccaro et al., 2016);
L. feeleii se encontré en diversos casos produciendo neumonia y fiebre de Pontiac (Herwaldt et
al., 1984; Thacker et al., 1985; Vaccaro et al., 2021) y asociada a pericarditis (Sviri et al.,
1997); otras especies como L. longbeache y L. jordanis también se han visto asociadas a
esta enfermedad (Svendsen, Jensson and Niebuhr, 1987; Grove et al., 2002; Samson and
Maze, 2024).

1.2.5. Patogénesis de Legionella

Legionella se encuentra entre los primeros patégenos de las vias respiratorias causantes de
neumonia comunitaria y nosocomial en Espafia (Garcia-Vidal and Carratald, 2006; Vaccaro
et al., 2016; Vaccaro et al., 2021), pudiendo alcanzar en este caso tasas de mortalidad supe-
riores al 40% en individuos inmunocomprometidos y de edad avanzada (OMS, 2022). La
legionelosis puede manifestarse de dos maneras distintas, como enfermedad del legionario
o como fiebre de Pontiac; ademds de ser causante de neumonia, es responsable de infec-
ciones extrapulmonares (Sviri et al., 1997; Muder and Yu, 2002; McClelland, Vaszar and
Kagawa, 2004; Cortés-Sanchez, Espinosa-Chaurand and Diaz-Ramirez, 2018).

Se estima que el 95 % de los individuos expuestos a Legionella puede llegar a desarrollar de
forma leve la infeccién, padeciendo la fiebre de Pontiac, y el 5 % restante puede desencadenar
en la enfermedad del legionario; esto varia en el caso de los pacientes hospitalizados (Bartram,
2007). Legionella desencadena su proceso patolégico dependiendo de su habilidad para
colonizar, multiplicarse y controlar las vias celulares eucariotas, incluyendo la interaccién con el
hospedador y los diferentes factores de virulencia (Segal and Shuman, 1999).
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os principales factores de virulencia de Legionella son proteinas de superficie, proteinas

de choque térmico, citotoxinas, fosfolipasas, lipopolisacdaridos, metaloproteasas y

compuestos asociados al secuestro del hierro (Bruggemann et al., 2006; Eisenreich
and Heuner, 2016). En 1989 se identificé el primer gen asociado a la virulencia, denominado
macrophage infectivity potentiator (mip), el cual codifica para una proteina de superficie de 24
kDa indispensable en los estadios tempranos de la infeccién en los macréfagos; esta proteina
estd conservada en todas las especies de Legionella por lo que se utiliza para la deteccién de
este género en muestras clinicas y ambientales (Cianciotto and Fields, 1992; Wellinghausen,
Frost and Marre, 2001; Fields, Benson and Besser, 2002; Wilson et al., 2003).

Por otra parte, cabe destacar cémo Legionella spp. produce manifestaciones extrapulmonares,
ya sea en presencia o ausencia de neumonia, produciendo: inflamacién de las membranas que
recubren el corazén (pericarditis, miocarditis y endocarditis), ruptura del bazo, artritis, osteomielitis,
infecciones cutdneas y del SNC (Heath et al., 1986; Svendsen, Jensson and Niebuhr, 1987;
Bornstein et al., 1989; Sviri et al., 1997; McClelland, Vaszar and Kagawa, 2004; Padrnos et al,,
2014; Compain et al., 2015; Grimstead et al., 2015; Coronel et al., 2016; Huang et al., 2019;
Halilu and Hauptman, 2023; Samson and Maze, 2024).

1.2.5.1. Fiebre de Pontiac

1.2.5.1.1. Caracteristicas de la fiebre de Pontiac

La fiebre de Pontiac es una enfermedad aguda de resolucién espontdnea en la que no se
conocen casos de defuncién. Tiene un periodo de incubacidn corto, entre 5y 72 horas desde
el contacto con el foco de infeccién. A su vez, los sintomas duran poco tiempo, entre 2 'y 7
dias, siendo una enfermedad autolimitante, sin llegar a producir neumonia. Los sintomas son
similares a los de la gripe, con fiebre, escalofrios, dolor muscular, cansancio, disnea y tos
seca, en ocasiones acompafados de problemas intestinales tales como nduseas, vémitos
y diarrea (Cordes and Fraser, 1980; Tossa et al., 2006; Bartram, 2007; Cortés-Sanchez,
Espinosa-Chaurand and Diaz-Ramirez, 2018).

Su patogénesis no es del todo conocida, sugiriéndose que las manifestaciones clinicas
ocurren posiblemente debido a la exposicién a endotoxinas de la bacteria, siendo la
virulencia dependiente de la especie y del Sl de la persona infectada (Friedman et al.,

1987; Tossa et al., 2006; Bartram, 2007).

1.2.5.1.2. Diagnéstico de la fiebre de Pontiac

Esta enfermedad se produce mayoritariamente en jévenes con una media de edad de 30
afos. En raras ocasiones se llega a diagnosticar de forma aislada; esto se debe a que, al tener
una sintomatologia inespecifica y autolimitante, la sospecha clinica es escasa (Cordes and
Fraser, 1980; Phin et al., 2014). Sin embargo, la identificacién de casos aislados puede ser
significativa como marcador de contaminacién ambiental por Legionella spp., llegando asi a
localizar posibles fuentes de infeccién y poder tomar las medidas preventivas frente a posibles
brotes de la enfermedad del legionario (Tossa et al., 2006).

No existen métodos especificos de diagndstico ya que en la radiografia de térax no se observan
cambios morfolégicos (Wang et al., 2015; Cunha, Burillo and Bouza, 2016). Por lo tanto, su
diagnéstico se realiza mediante serologia, aunque la sensibilidad de los métodos seroldgicos
sea variable y eventualmente no-especificos. La Unica forma de demostrar esta infeccidn es a
través del andlisis de un gran nimero de personas expuestas a una misma fuente sospechosa de

infeccién, comparando sus niveles serolégicos con los niveles de un grupo control (Cunha, Burillo
and Bouza, 2016).
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1.2.5.1.3. Tratamiento de la fiebre de Pontiac

Al ser una enfermedad autolimitada no requiere ni se ha demostrado el uso de ningUn tratamiento
especifico contra esta infeccién; la forma no pulmonar de la infeccién remite espontdneamente y
no necesita intervencién médica, ni el uso de antibidticos (OMS, 2022).

Enfermedad del legionario

1.2.5.2.1. Caracteristicas de la enfermedad del legionario

La enfermedad del legionario, o también conocida como legionelosis, presenta variaciones en
cuanto a su gravedad, desde afecciones leves que cursan con fiebre y tos leve a neumonias
mortales. Estas infecciones se clasifican en funcién de la forma de adquisicién en: extrahospitalarias
(comunitarias), nosocomiales (hospitalarias) o viajeras (CDC, 2021).

¢ Infeccién adquirida en la comunidad: ocurre en aquellos individuos que no han sido hospitalizados
recientemente. Se caracteriza por ser una infeccién aguda del parénquima pulmonar producida
por una fuente de infeccién que estd relacionada con las instalaciones de la zona residencial, del
trabajo o de lugares visitados por el paciente (Bartram, 2007).

¢ Infeccién nosocomial: ocurre cuando el paciente desarrolla una neumonia 48 horas después de
haber sido hospitalizado, dentro de las primeras 72 horas tras el alta o 10 dias después tras estar
en el hospital (Society and America, 2005; Bartram, 2007). Principalmente afecta a personas
de edad avanzada, pacientes en cuidados intensivos, aquellos que requieren ventilacién mecd-
nica, personas que han recibido un trasplante y/o aquellos con una estancia prolongada en el
hospital (Bartram, 2007; Sakhaee et al., 2022; McGinnis et al., 2023). La infeccién se produce
cuando Legionella coloniza los sistemas de distribucién de agua en hospitales o centros de aten-
cién médica, lo que conlleva su propagacién a través de equipos como respiradores artificiales,
nebulizadores, catéteres, torres de refrigeracién, u otros dispositivos similares (Kool et al., 1999;
Schaumann et al., 2001; Marinelli et al., 2017; Optenhével, Mellmann and Kuczius, 2023). La
enfermedad del legionario adquirida en el hospital es menos frecuente que los casos adquiridos
en la comunidad. Sin embargo, sigue siendo un problema significativo de salud publica debido
a su alta tasa de morbilidad y mortalidad, requiriendo una atencién médica mds intensiva, espe-
cialmente en los pacientes inmunocomprometidos (Patterson et al.,, 1997; Erat et al., 2020; Deiana
et al,, 2021; Ghorbani et al., 2021; Bavari et al., 2022; Humphreys, O'Donovan and Dwyer, 2022;
Ishikawa et al., 2022).

* Infeccién asociada a viajeros: sucede en aquellos individuos que han viajado (hoteles, zonas de
acampadas, apartamentos, cruceros, efc.) en los 10 dias previos al inicio de la sintomatologia
(Bartram, 2007; Gea-lzquierdo, 2018; ECDC, 2023). Suele ocurrir en personas mayores de 60
afios, siendo menos frecuente que la infeccién comunitaria. A pesar de ello, en Europa se describen
més de 800 casos de la enfermedad del legionario asociados a viajes anualmente (ECDC, 2023).

Esta enfermedad tiene un periodo de incubacién de 2 a 10 dias, aunque en algunos brotes
se han registrado periodos de hasta 16 dias. Los sintomas iniciales son fiebre, pérdida de
apetito, cefaleq, dificultad para respirar, malestar general, dolor muscular y letargo (CDC,
2021). También se puede asociar a sinftomas gastrointestinales (diarrea, nduseas, vémitos,
dolor abdominal, etc.) y neurolégicos (confusién, depresién, alucinaciones, delirio, etc.) que
pueden aparecer entre el 25 y 50% de los casos. En la mayoria de los casos, es indispensable
la hospitalizacién del individuo infectado (Bartram, 2007; Cunha, Burillo and Bouza, 2016).
Generalmente, se observa una tos leve inicial, presentando flemas en el 50% de los pacientes;
en un tercio de los pacientes los esputos van acompafiados de sangre. Estos sintomas pue-
den conllevar a una neumonia progresiva atipica que puede asemejarse a una neumonia
neumocdécica en sus hallazgos clinicos y radiogrdficos; esta neumonia se acompafia de
insuficiencia respiratoria y/o insuficiencia multiorgdnica, llegando a causar la muerte del
paciente. Si existe retraso en el diagnéstico y ausencia de tratamiento, la legionelosis suele

agravarse en la primera semana (CDC, 2021; OMS, 2022).
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atasa de mortalidad por legionelosis depende de la gravedad de la enfermedad, el
tratamiento antimicrobiano inicial, el lugar donde se contrajo la infeccién y diversos
factores relacionados con el hospedador. En conjunto, la tasa de mortalidad oscila
entre un 5% y un 10%; en las personas inmunocomprometidas sin tratamiento puede alcan-
zar el 40% llegando incluso al 80%, aunque puede verse reducida de un 5% a un 30% si es
tratada correctamente y en funcién de la gravedad de los signos y sintomas clinicos. Aunque
se desconoce cudl es la dosis infectante, existe el contagio de personas vulnerables a bajas

concentraciones de la bacteria, tras tiempos de exposicién muy breves y a distancias de
hasta 3 km. o mas del foco infeccioso (OMS, 2022).

La especie que causa mayor dafio en el hombre es L. pneumophila, encontrdndose en eco-
sistemas de agua de todo el mundo. No obstante, los sistemas acudticos artificiales son mas
peligrosos, puesto que son lugares propicios para el crecimiento y la propagacién de Legionella.
Ademds de esta especie, otras Legionella no-pneumophila son capaces de producir dafio
pulmonar como es el caso de L. feeleii, distribuida ampliamente en reservorios acudticos. Aun
asi, hasta ahora se han notificado pocos casos de la enfermedad del legionario producidos
por esta especie debido a la falta de un método diagnéstico rutinario para su deteccién en el
drea clinica, unido al hecho de presentar un menor grado de patogenicidad con respecto a
L. pneumophila (Palutke et al., 1986; Sviri et al., 1997; Vaccaro et al., 2021).

Cabe destacar la amplia deteccién de L. fe-
eleii como una de las especies de Legionella
mds frecuente en las piscinas naturales de
la zona centro de Espafia, ademds de su
diagndstico en pacientes con infeccidn
pulmonar y extrapulmonar grave (Sviri et
al., 1997; Wang et al., 2015; Vaccaro et al.,
2021). La presencia de esta especie en el
medio ambiente ha dado lugar al interés
de comprender cudl es el riesgo sanitario
para el hombre, ya que se ha descrito,
como agente causal de la fiebre de Pontiac
y de la enfermedad del legionario (Muder
and Yu, 2002; Siegel et al.,, 2010; Vaccaro
etal, 2021).

Hay que destacar que L. feeleii es capaz de producir neumonias mds severas en el hombre,
debido a una activacién exacerbada del Sl, produciendo altas concentraciones de citoquinas
expresadas ante la infeccién de esta especie; a esto se afiade que L. feeleii en comparacién
con L. pneumophila carece de los mismos mecanismos para evadir este SI (Gomes et al., 2018).
Este dato puede sugerir que L. feeleii sea capaz de activar mecanismos de patogenicidad tras el
paso por Acanthamoeba convirtiéndola en una cepa més adaptada para la infeccién de otros
organismos eucariotas (Wang et al., 2015; Dos Santos Gomes, 2017). Wang et al. (2015) han
descrito diferencias en la virulencia de cepas de L. feeleii de pacientes con fiebre de Pontiac y
con enfermedad del legionario, teniendo mayor capacidad de infeccidn y efectos citopdticos
sobre los macréfagos las cepas provenientes de la enfermedad del legionario.

Teniendo en cuenta esto, posiblemente, L. feeleii podria considerarse una especie mds patogénica
de lo que realmente se piensa, pero la incidencia detectada de estas infecciones es relativamente
baja debido a la ausencia de un buen diagnéstico; esto es un factor que debe tenerse en cuenta
a la hora de establecer o revisar las medidas de control y prevencién de la legionelosis. Se
ha demostrado que L. feeleii es un microorganismo frecuente en nuestro medio, detectédndose
mediante PCR, cultivo y co-cultivo con Acanthamoeba, por lo que deberia recomendarse su
inclusién en los kits de diagndstico (Magnet et al., 2015; Vaccaro et al., 2021).



1.2.5.2.2. Caracteristicas de la enfermedad del legionario

La enfermedad del legionario no se puede diferenciar de otras neumonias a través del diagnéstico
clinico o radiolégico. Por ello, es imprescindible realizar otros métodos de diagnéstico de
laboratorio, entre ellos se encuentran el cultivo, andlisis serolégico, PCR o test de antigenos
en orina (Blyth, Adams and Chen, 2009; Viasus et al., 2022).

El cultivo de muestras del tracto respiratorio inferior es el método de referencia para el diag-
néstico de esta enfermedad, observandose el crecimiento de las colonias en agar BCYE con
L-cisteina (Fields, Benson and Besser, 2002).

El andlisis sanguineo muestra leucocitosis con neutrofilia, valores elevados de la velocidad
de eritrosedimentacién, disminucién del sodio y fésforo sérico, asi como un aumento de los
niveles de la proteina C reactiva, ferritina y LDH sérica (lactato deshidrogenasa), ademas
puede llegar a aparecer hematuria (Bartram, 2007; Cunha, Burillo and Bouza, 2016).

Segun el informe del ECDC, el 90% de los
casos en Europa se diagnostican utilizando
el método de la prueba de antigeno en
orina (ECDC, 2023). Sin embargo, ello
puede representar un problema ya que
puede dar falso-negativos puesto que este
tipo de pruebas no permiten la deteccién
de serogrupos de L. pneumophila que no
pertenecen al serogrupo-1, ni de otras
especies de Llegionella (Fields, Benson
and Besser, 2002; Vaccaro et al., 2016).
Desafortunadamente, en muchos hos-
pitales el diagnéstico se basa solamente
en la deteccién de antigeno en orina y po-
cos casos llegan a confirmarse por cultivo.
Por lo que como se indicé previamente, la
nofificacién de casos de legionelosis en el

mundo suele estar subestimada (Cunha,
Burillo and Bouza, 2016).

Otros métodos utilizados para la deteccién de Legionella son las técnicas de microscopia,
el cultivo, el andlisis bioquimico, el andlisis del perfil de dcidos grasos, el patrén de bandas
proteicas, las pruebas de aglutinacién por latex, las técnicas seroldégicas o la deteccién
del ADN por PCR. El diagnéstico microscépico mediante la tincién de Gram u ofro tipo de
tinciones es complicado, sin embargo, las técnicas de inmunofluorescencia facilitan la visua-
lizacién de las bacterias, aunque la sensibilidad de esta técnica puede variar (Ausina et al.,
2005; Cunha, Burillo and Bouza, 2016).

La deteccién de ADN especifico de Legionella a través del uso de técnicas de PCR es un mé-
todo diagnéstico prometedor, que posee una gran sensibilidad y especificidad, pudiendo
detectar casi todas las especies de Legionella. La sensibilidad varia en funcién de la calidad
y el momento de la recogida de las muestras clinicas, asi como de la habilidad técnica del
personal de laboratorio que realiza la prueba (Viasus et al.,, 2022; ECDC, 2023). En la
Tabla 6 se muestran las ventajas, desventajas, junto con los porcentajes de sensibilidad y
especificidad segin el método diagnéstico.
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Tabla 6. Métodos de deteccién de Legionella spp. Deteccién de Legionella segin el tipo de muestras, ventajas y desventajas (Mercante and
Winchell, 2015; CDC, 2021; Viasus et al., 2022).

Continuacién Tabla 6. Métodos de deteccién de Legionella segin el tipo de muestras, ventajas y desventajas (CDC, 2021; Mercante &
Winchell, 2015; Viasus et al., 2022).



1.2.5.2.3. Tratamiento de la enfermedad del legionario

Actualmente, no se dispone de ninguna vacuna contra la legionelosis. El tratamiento se realiza
mediante antibidticos con la completa recuperacién del paciente, aunque este puede prolongarse
durante varios meses produciendo fatiga, sinftomas neurolégicos y neuromusculares, e incluso
trastorno de estrés postraumdtico (Cunha, Burillo and Bouza, 2016).

Los antibidticos utilizados deben actuar a nivel intracelular indistintamente de la especie de
Legionella implicada en la infeccién; como los macrélidos, fluoroquinolonas y ciclinas, estos
son efectivos a diferencia de los B-lactdmicos y los aminoglucésidos, ya que Legionella es un
microorganismo intracelular y productor de B-lactamasas (Phin et al., 2014; Mercante and

Winchell, 2015; Cunha, Burillo and Bouza, 2016).

Inicialmente, la eritromicina fue el fdrmaco de eleccién durante muchos afios, sin embargo, se
han descrito fallos en el tratamiento de pacientes inmunocomprometidos. Numerosos estudios
han demostrado una mayor eficiencia in vitro de las fluoroquinolonas en comparacién con estos
macrdlidos. Posteriormente, surgieron nuevos macrélidos con una eficacia comparable a la
de las fluoroquinolonas, demostrando, en ocasiones, mejores desenlaces, como es el uso del
levofloxacino (quinolona) o la azitromicina (macrélido), actualmente antibiéticos de eleccién
(Garcia-Vidal and Carratala, 2006; Nagel et al., 2014; Viasus et al., 2022).

La duracién éptima del tratamiento antibidtico
para la legionelosis no se ha establecido, y
puede variar en funcién del agente antimicrobiano
utilizado, la gravedad de la enfermedad y la
respuesta del paciente ante el tratamiento. Aun
asi, la duracién recomendada es de 3 a 7 dias,
hasta que el paciente esté clinicamente estable y
afebril durante al menos 48 horas. Sin embargo,
existen tratamientos prolongados para pacientes
inmunocomprometidos, o con complicaciones,
recomendando levofloxacino o azitromicina du-
rante 21 dias; y para pacientes con neumonia
grave o comorbilidades crénicas, recomendando
estos farmacos durante 7-10 dias (Lanternier et

al., 2017; Viasus et al., 2022).

Recientemente se ha publicado el desarrollo de la omadaciclina como un antibidtico de
amplio espectro que puede ser utilizado en pacientes con neumonia comunitaria, siendo
capaz de resolver infecciones causadas por Legionella spp. (Dubois, Dubois and Martel,

2020; Davis et al., 2023).
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1.2.6. Deteccién de Legionella en muestras ambientales

Como se ha comentado, Legionella es una bacteria Gram-negativa que se encuentra de
forma ubicua en ambientes acudticos, detectdndose, en numerosos estudios, en muestras
ambientales. Legionella spp. puede mantenerse y multiplicarse facilmente en agar BCYE
suplementado con L-cisteina; también es capaz de cultivarse sobre las AVL (Fields, Benson
and Besser, 2002). Su deteccién también puede realizarse, como ya se ha comentado,
mediante PCR. Algunos ejemplos de deteccién de Legionella en muestras ambientales se
recogen en la Tabla 7.

Tabla 7. Ejemplos de deteccién de Legionella en muestras ambientales acudticas en los Gltimos afios.



Por otra parte, numerosos estudios en agua de diferentes dreas de los hospitales han mostrado
una alta presencia de Legionella. Algunos de estos estudios se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Ejemplos de deteccién de Legionella en muestras ambientales acudticas en los dltimos afios.
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Continuacién Tabla 8. Ejemplos de deteccién de Legionella en muestras de agua hospitalaria en los Gltimos afios.



1.2.7. Prevencién y control de Legionella

La enfermedad del legionario posee una gran importancia en la salud piblica por su elevada
morbimortalidad, considerdndose una enfermedad de declaracién obligatoria, segin la OMS
(OMS, 2022). En concreto, la legionelosis se incluye como enfermedad de declaracién obliga-
toria a nivel nacional en Espafia en el afio 1997 con el Real Decreto- Ley 2210/1995, de 28
de diciembre, por el que se crea la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (Real-Decreto

Ley 2210/1995).

Las comprobaciones periddicas para detectar la presencia de Legionella y las medidas
de control adecuadas pueden prevenir los casos de legionelosis en entornos en los que
la poblacién pueda estar expuesta a aerosoles que contengan la bacteria. La localizacién
de posibles fuentes de infeccién y/o la identificacién de los brotes de legionelosis permiten
poner en marcha las medidas correctoras para la eliminacién de la fuente de infeccién y la
aplicacién de los protocolos de prevencién en la poblacién (Ausina et al.,, 2005). El CDC
recomienda estrategias centradas en el mantenimiento adecuado de los sistemas de agua, el
andlisis universal apropiado de los pacientes con neumonia nosocomial y la investigacién de
los focos de infeccién. A pesar de ello, las medidas de prevencién no se aplican adecuada-
mente en la mayoria de los centros sanitarios (Fields, Benson and Besser, 2002).

La correcta prevencién de la legionelosis
consiste en aplicar estas medidas de control
para reducir al minimo la proliferacién de
Legionella y la difusién de aerosoles conta-
minados, entre estas medidas estd el buen
mantenimiento de los sistemas de distribucién
del aguq, asi como de los aparatos utilizados
en el hospital, mediante su limpieza y des-
infeccion sistemdticas, y la aplicacién de
otras medidas fisicas (térmicas) o quimicas
(biocidas) para limitar al maximo la prolifera-

cién bacteriana (OMS, 2022).

Dichas medidas descritas en el ECDC (2023) deben:

¢ Garantizar el mantenimiento, la limpieza y la desinfeccién periédica de los sistemas de agua,
incluidos los sistemas de fontaneriq, las torres de refrigeracién, las bafieras de hidromasaije y las
fuentes decorativas.

¢ Mantener los sistemas de agua fria por debajo de 20°C y los de agua caliente por encima de
50°C, para evitar la proliferacién bacteriana.

¢ Garantizar el flujo y la circulacién adecuados del agua en los sistemas de agua para minimizar
el riesgo de agua estancada.

¢ Desinfectar los sistemas de agua caliente con altos niveles de cloro (50 mg/L) durante 2-4 horas
después de trabajar con el sistema, y antes del comienzo de cada estacién cdlida.

¢ Garantizar la limpieza y desinfeccién periédica con agentes biocidas, de los filtros de agua, las
torres de refrigeracién y las tuberias asociadas utilizadas en los sistemas de aire acondicionado.

¢ Instalar mecanismos para reducir la difusién de aerosoles de las torres de enfriamiento.
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a aplicacién de este tipo de medidas contribuye a reducir el riesgo de contaminacién

por Legionella y a prevenir la aparicién tanto de casos esporddicos como de brotes.

Las medidas de control y prevencién se deben acompaiiar de la debida vigilancia de
los pacientes por parte de los médicos generales y los servicios comunitarios de salud, y asi
facilitar la deteccién de casos (OMS, 2022).

Existen programas y leyes vigentes para la prevencién y control de la legionelosis a nivel inter-
nacional (Bartram, 2007; ECDC, 2023). En Espafiq, a pesar de que diferentes comunidades
auténomas cuentan con legislacién especifica para el control de Legionella, la prevencién y
control de la enfermedad a nivel nacional estd legislada por las siguientes leyes:

* Real Decreto 3/2023, por el que se establecen los criterios técnico-sanitarios de la calidad del
agua de consumo, su control y suministro.

e Real Decreto 487,/2022, por el que se establecen los requisitos sanitarios para la prevencién y
el control de la legionelosis.

e Real Decreto 902,/2018 por el que se establecen los criterios sanitarios de calidad del agua de
consumo humano.

* Real Decreto 742 /2013, por el que se establecen los criterios técnico- sanitarios de las piscinas.

* Real Decreto 1620/2007, por el que se establece el régimen juridico de la reutilizacién de las
aguas depuradas.

¢ Real Decreto 1027 /2007, por el que se aprueba el Reglamento de Instalaciones Térmicas en los
Edificios.

e Real Decreto 1299/2006, por el que se aprueba el cuadro de enfermedades profesionales en el
sistema de la Seguridad Social y se establecen criterios para su notificacién y registro.

* Real Decreto 664 /1997, sobre la proteccién de los trabajadores contra los riesgos relacionados
con la exposicién a agentes bioldgicos durante el trabajo.

* Real Decreto 2210/1995, por el que se crea la red nacional de vigilancia epidemiolégica.

Las normas europeas a seguir son:

¢ Reglamento (UE) 2022/2370 del Parlamento Europeo y del Consejo de 23 de noviembre de
2022 que modifica el Reglamento (CE) n.2 851 /2004 por el que se crea un Centro Europeo para
la Prevencién y el Control de las Enfermedades.

¢ Directiva (UE) 2020,/2184 del Parlamento Europeo y del Consejo de 16 de diciembre de 2020
relativa a la calidad de las aguas destinadas al consumo humano.

* Reglamento (UE) 2020/741 del Parlamento Europeo y del Consejo de 25 de mayo de 2020
relativo a los requisitos minimos para la reutilizacién del agua.

* Decisién de Ejecucién (UE) 2018/945 de la Comisién, de 22 de junio de 2018, sobre enfermedades
transmisibles y problemas sanitarios especiales relacionados que deben estar sujetos a vigilancia
epidemiolégica, asi como las definiciones de casos pertinentes.



umerosos estudios han evaluado la eficacia de estas leyes, considerdndose que pueden

no proteger suficientemente, sin llegar a minimizar el riesgo en la poblacién, espe-

cialmente en centros sanitarios donde se asiste a pacientes inmunocomprometidos.
Teniendo en cuenta esto, se han planteado nuevas medidas en las practicas de saneamiento
de los sistemas de agua, evaludndose el riesgo relacionado con el suministro de agua en los
hospitales y otras instalaciones sanitarias periédicamente (Spagnolo et al., 2016).

En la Tabla 9 se sefialan aquellos aspectos que se deben valorar a la hora de la prevencién
de Legionella, y las propuestas realizadas por diferentes autores a la hora de poder mejorar
este problema.

Tabla 9. Principales problemas y sus posibles soluciones ante la contaminacién de los sistemas de agua por parte de Legionella' y Acanthamoeba.

Continuacién Tabla 9. Principales problemas y sus posibles soluciones ante la contaminacién de los sistemas de agua por parte de
Legionella'y Acanthamoeba.
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n&POR QUE LOS NEMATODOS GASTROINTESTINALES

SON UN PROBLEMA MUNDIAL?

Los nematodos gastrointestinales (NGI) generan

graves pérdidas econdémicas (Figura 1) en el sector

ganadero a nivel mundial al afectar a los rumiantes

en pastoreo, principalmente de forma subclinica y

crénica (Charlier y col., 2018; Skuce y col., 2013).

En ovino, a modo de ejemplo, se estiman pérdidas

productivas de hasta un 15% destinadas al mante-

nimiento de la inmunidad frente a estos parésitos

(Charlier y col.,, 2018; Greer, 2008). Para mitigar

estas pérdidqsl en la Unién Europeq se generan Figura 1. Pérdidas productivas causadas por los NGI.
costes de hasta 400 millones de euros anuales en

tratamientos (Matthews y col., 2016). Ademds, se espera que el impacto de las enfermedades por NGl
sea aln mayor, vinculado a nuevos escenarios, que se interconectan entre si, como el cambio climdtico,
la creciente resistencia a antihelminticos y la mayor demanda de productos de origen animal debido al
crecimiento poblacional.

En este sentido, el cambio climdtico parece
afectar de forma directa a los parésitos y, por
ende, a los parasitismos. Un ejemplo de ello
es el aumento de temperatura que ha expe-
rimentado el planeta a lo largo de los afios,
que ha propiciado una redistribucién de los
NGI (Figura 1.2), extendiéndose cada vez
més hacia los polos, desarrolldndose especies
tropicales en climas templados y prolongando
su periodo de transmisién significativamente a
lo largo de las estaciones (Fox y col., 2012;
McMahon y col., 2012). Esto, que hasta hace
unos afios se consideraba una amenaza, ya
es visible en diversos estudios de NGI, por
ejemplo, en el Reino Unido, (van Dijk y col,,
2010; McMahon y col., 2012; Sargison y col.,
2007) donde se puede apreciar el aumento de la prevalencia de Haemonchus contortus, Teladorsagia
circumcincta, Trichostrongylus spp. y Nematodirus battus, coincidiendo con aumentos significativos de la

temperatura media en los Gltimos afios.

Figura 2. Efecto del cambio climdtico en la distribucién de los NGI.

El calentamiento global también podria generar cambios en el patrén de crecimiento de la vegetacién,
influyendo en el estado fisico por la falta de disponibilidad de nutrientes, pudiendo generar alteraciones
en el sistema inmune, y en el manejo de los hospedadores debido a cambios en la temporalidad del
pastoreo y a la densidad de animales de acuerdo con la vegetacién disponible. Todo ello supondré
afrontar mayores riesgos en el futuro de la produccién ganadera y podria contribuir a que los efectos de
los NGl lleguen a ser incontrolables si se siguen utilizando las estrategias actuales de control (van Dijk y

col., 2010).



| uso indebido de los antihelminticos, que se

han aplicado como tratamiento profilactico

a lo largo del tiempo, empeora ain mds
la situacién. Hoy en dia es muy comin encontrar
NGI multirresistentes a diferentes moléculas (Fi-
gura 3) presentes en el mercado en casi todo el
mundo (Bordes y col., 2020; Dey y col., 2020;
Herrera-Manzanilla y col., 2017; Martinez-Va-
lladares, 2006; Mclintyre y col., 2018) y debido
a que la industria farmacéutica no es capaz de
generar nuevas moléculas para el mercado con
la suficiente celeridad, no es un modelo de control
sostenible (McRae y col., 2015; Nariy col., 2003;
Vercruysse y col., 2018). Ademds, una vez mds, el
cambio climético podria estar contribuyendo en
la propagacién de esta resistencia, al favorecer la

supervivencia y el desarrollo larvario (Morgan y
van Dijk, 2012; Rose y col., 2014, 2016).

Figura 4. Productos de origen animal.

Figura 5. Aumento poblacional y desarrollo econémico

Figura 3. Resistencia de los NGl a antihelminticos.

Toda esta problemdtica, a su vez, se ve agra-
vada por la mayor demanda de productos
de origen animal (Figura 4) que existe en la
actualidad, debida al incremento de la po-
blacién mundial (Figura 5) y al crecimiento
econdémico de paises en vias de desarrollo,
lo que supone ofro reto para la ganaderia
(FAO, 2007; Steinfield, 2006; Thornton,
2010). Se estima que los paises en vias de
desarrollo triplicaron su produccién cérnica
total entre 1980 y 2002, coincidiendo con
el aumento de demanda que se produjo en
ellos, ademds de la que ya existia en los
paises desarrollados (Thornton, 2010) y, es
previsible que esta demanda y la de otros
productos de origen animal sea mayor en

futuros afios (Banco Mundial, 2009).
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ebido a los problemas descritos anteriormente, se puede entender la imperiosa necesidad de

incrementar los rendimientos productivos, que parece que lleva ineludiblemente a aumentar el

ndmero de animales para conseguir esa mayor produccién (Figura 6). Sin embargo, esto
se traduciria en un mayor deterioro del ecosistema. Asi, se estima que, actualmente, el 18% de los
gases invernadero de origen antropogénico pertenecen al sector ganadero (Smith y col., 2008;
Steinfield, 2006) y se ha observado que los pardsitos son capaces de incrementar estas emisiones,
por ejemplo, en torno a un 33% en corderos (Fox y col., 2018). Por otra parte, este sector ganadero
ocupa en nuestros dias el 30% de la superficie terrestre no cubierta de hielo (Thornton, 2010).
Por tanto, un aumento indiscriminado en los censos de animales de produccién repercutiria en el
medioambiente, agravando la contaminacién y afectando seriamente la disponibilidad de recursos
naturales.

Figura 6. Soluciones no sostenibles para afrontar las pérdidas por NGI como: el uso indiscriminado de farmacos, el incremento del censo de animales
y el uso de pesticidas para garantizar la alimentacién de estos.

Estos motivos acentian el interés en buscar alternativas al manejo clésico del ganado. Actualmente,
para poder conseguir una produccién eficiente y respetuosa con el medioambiente, se estd estudiando
la implementacién de métodos de control sostenibles (Figura 7) y se apuesta de forma decidida por la
deteccién temprana de enfermedades y de patégenos (Thornton, 2010). Algunos de estos métodos serdn
analizados a lo largo de la revisién bibliogrdfica, en especial, el uso de animales genéticamente resis-
tentes y la inmunizacién frente a NGI. Es fundamental que apliquemos programas de control basados en
métodos alternativos y complementarios a los farmacos frente a estos pardsitos, para poder afrontar los
cambios que se puedan producir en el planeta en el futuro (van Dijk y col., 2010). .

Figura 7. Métodos sostenibles que se pueden adoptar para afrontar las pérdidas causadas por NG| como: el diagnésfico preventivo, la seleccién
genéfica y el uso de vacunas, de forma que no sea necesario aumentar el censo de animales.



Figura 8. Resumen gréfico de problemas generados por nematodos gastrointestinales, situaciones agravantes y posibles soluciones.
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X TELADORSAGIA CIRCUMCINCTA Y SU IMPACTO

EN OVINOS

Teladorsagia circumcincta es uno de los nematodos gastrointestinales que mds pérdidas econdémi-
cas genera en ganado ovino y caprino (O’Connor y col., 2006; Stear y col., 2019). Esta especie
pertenece a la superfamilia Trichostrongylidea, orden Strongylida (Bowman, 2011). Los estadios que
desarrolla durante su ciclo presentan caracteristicas morfolégicas que permiten diferenciarlos de otros
nematodos (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas morfolégicas de los principales estadios de Teladorsagia circumcincta.

Fuentes: (Borchert, 1975; Meana y Rojo-Védzquez, 1999; Bowman, 2011; van Wyk y Mayhew, 2013).

2.1. CICLO BIOLOGICO

Su ciclo de vida (Figura 9) es directo y comienza con la diseminacién de huevos en fase de mérula
(sin embrionar) en las heces del hospedador. De esta mérula eclosiona el primer estadio larvario
(L1) que, mds tarde, mudard al segundo (L2) (Bowman, 2011). Estos dos estadios de vida libre se
alimentan de microorganismos fecales. Sin embargo, cuando se produce la segunda muda de L2
hacia la larva de tercer estadio o infectante (L3), la larva mantiene la cuticula del anterior estadio,
lo que le impedird seguir alimentdndose del medio, pero a su vez, le servird como vaina protectora
(Bowman, 2011; O’Connor y col., 2006). El proceso del paso de huevo a estadio L3 se produce en
5-14 dias si las condiciones climdticas son adecuadas (Martinez-Valladares, 20064). Una vez desa-
rrollada la larva infectante, cuando hay suficiente humedad migra hacia la vegetacién para favo-
recer su ingestién por parte del hospedador (Urquhart y col.,, 1996). No obstante, se ha observado
que el estadio L3 puede llegar a sobrevivir largos periodos de tiempo en las heces si se mantiene en
condiciones adecuadas de luz, temperatura y humedad. Posiblemente, eso se debe a su vaina, que
le aporta mayor resistencia a la desecacién y al frio (van Dijk y col., 2010; O’Connory col., 2006).



continuacién, ya dentro del animal, la larva libera su vaina cuando llega al rumen y se

aloja en las glandulas abomasales de la regién antropilérica para mudar al estadio L4

(Meana y Rojo-Vézquez, 1999). A los 6-10 dias post-infeccién saldrd hacia el lumen y
madurard al siguiente estadio (L5 o pre-adulto) (Martinez-Valladares, 2006). Por 0ltimo, alcanzaré
la fase adulta y se apareard para dar lugar a los huevos (100-200 diarios), que serdn eliminados
posteriormente en las heces del hospedador, cerrando de este modo el ciclo (Meana y Rojo-Vdzquez,
1999). Si este no se detiene, el periodo de prepatencia es de unos 17-21 dias (Bowman, 2011; Meana
y Rojo-Vazquez, 1999).

Figura 9. Representacién del ciclo biolégico de Teladorsagia circumcincta

El desarrollo del ciclo, y por tanto su prevalencia, va a depender de diferentes factores ambientales
que condicionan la supervivencia y desarrollo larvario de los estadios de vida libre (Bowman, 2011;
Morgan y van Dijk, 2012) ; del nimero de hospedadores infectados con pardsitos adultos; de la
resistencia que presenten estos al pardsito; y del fenémeno denominado hipobiosis, que consiste en
la detencién temporal del desarrollo del estadio L4 hacia el L5 hasta que se produzca un estimulo
concreto para su reactivacién (Bowman, 2011; Urquhart y col., 1996). Se cree que esto dltimo puede
suceder como mecanismo de resistencia del hospedador o como resultado de la autorregulacién
generada por el propio pardsito, bien porque las condiciones climdticas no son favorables en ese
momento o porque la densidad de poblacién del parésito es muy alta para que pueda ser tolerado
por el animal (Martinez-Valladares, 2006; Soulsby, 1987).
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2.2. EPIDEMIOLOGIA

Tanto la fase de desarrollo embrionario en el huevo, como la larvaria de T. circumcincta, sobreviven
a temperaturas mds bajas que las otras especies de nematodos del abomaso de ovinos como H.
contortus (Waller y col., 2004). Los huevos sin embrionar poseen una mayor viabilidad entre O y
10°C, eclosionando una vez embrionados, a temperaturas menores a 52C (O’Connory col., 2006).
El estadio pre-infectivo es algo mds susceptible al frio, aunque cuando madura a larva infectante
adquiere una mayor resistencia (O’Connor y col., 2006). Por otro lado, en general no toleran la
desecacién, aunque varia su susceptibilidad a lo largo de los estadios (O’Connor y col., 2006). Por
esta razén se distribuyen por regiones himedas y templadas como, por ejemplo, el norte de Europa,
Asia, Norteamérica, Escandinavia y Nueva Zelanda - por encima de los 402 de latitud -, y zonas
con clima Mediterrdneo de todo el mundo - entre 30 y 402 latitud —-. Aunque también se encuentran
en regiones mds cdélidas como el sudeste de Australia (O’Connor y col., 2006) o, por ejemplo, en
Gran Canaria, donde se ha observado en diferentes regiones de la isla independientemente de los
microclimas de la isla (Herndndez, 2015; Molina y col., 1997). Ademds, como consecuencia del
calentamiento global, este pardsito ha experimentado un aumento de su prevalencia en algunas
zonas templadas, y ha extendido su ciclo hasta los meses de otofio (van Dijk y col., 2008, 2010;
McMahon y col., 2012). Por otro lado, se ha observado que el calentamiento global puede a su vez
disminuir la poblacién de larvas infectantes que se encuentran latentes durante el invierno. Esto se debe
a que, al aumentar la temperatura en esta estacidn, producen una aceleracién del metabolismo de las
larvas que, al contar con la vaina que les impide alimentarse del medio, agotan las reservas que
poseen y mueren al no tener hospedadores susceptibles a los que infectar (van Dijk y col., 2010;

O’Connory col., 2006).

Debido al fenémeno de la hipobiosis, la enfer-
medad que produce T. circumcincta se puede
presentar en dos épocas del afio en las regiones
templadas. Normalmente en esta zona los partos
se producen en primavera, dando lugar a hembras
mds susceptibles a la infeccién y jSvenes que entran
en contacto por primera vez con el pardsito duran-
te el pastoreo, lo cual ayuda a la diseminacién de
estos (Bowman, 2011; Urquhart y col., 1996). Por
lo que, desde finales de primavera hasta verano
(Abril-Junio) se contaminardn los pastos con L3,
infectando a los animales especialmente entre
Julio y Octubre, manifestando entonces los sin-
tomas de la enfermedad. Sin embargo, en oca-
siones también se pueden manifestar durante el
periodo comprendido entre finales de invierno y
principios de primavera (Urquhart y col., 1996).
Esto se atribuye a que se establecen las condi-
ciones climdticas éptimas para que las larvas
vuelvan a activar su metabolismo, tanto en el
medio ambiente (L3), como las que se encuentran
en hipobiosis (L4) dentro del hospedador -en espe-
cial en hembras en periodo de periparto, debido a
la supresién temporal de la inmunidad - (Bowman,
2011; van Dijk y col., 2010; Sargison y col., 2007)
-. Por ofro lado, en las regiones mds cdlidas como
las subtropicales, los sinftomas de la enfermedad se
producen principalmente a finales de invierno, de-
bido a la concentracién de lluvias en esta estacién

(O'Connory col., 2006; Urquhart y col., 1996).



2.3. PATOGENIA

Durante la parasitacién, las larvas penetran y crecen dentro de las glandulas del abomaso produciendo
su dilatacién, lo que conlleva a que las células parietales dafiadas se sustituyan por células indife-
renciadas (Martinez-Valladares, 2006; Meana y Rojo-Vazquez, 1999). A diferencia de las células
parietales, las indiferenciadas no producen dcido clorhidrico, por lo que se va a ver disminuida
su secrecién, dando lugar a un aumento del pH en el abomaso, que va a tender a la neutralidad.
Esta falta de dcido clorhidrico conlleva a un incremento de la poblacién bacteriana, produciendo
diarreas, al aumento de la produccién de gastrina (favoreciendo el peristaltismo) y, ademds, a que
se produzca una alteracién en la digestién de proteinas (afecta al proceso de degradacién del
pepsindgeno en pepsina) (Bowman, 2011; Meana y Rojo-Vézquez, 1999; Soulsby, 1987; Urquhart
y col.,, 1996).

2.4. CLINICA

Generalmente, la enfermedad cursa de forma subclinica y por ello, supone un problema importante en la
produccién ganadera, al reducir la produccién lacteq, calidad de la lana y la ganancia diaria de peso
debido a la limitacién de proteina disponible (Meana y Rojo-Vazquez, 1999). Cuando se producen
signos clinicos, es mds frecuente que en animales adultos se dé la forma crénica, manifestdndose como
emaciacién debido a la pérdida de apetito, mientras que en jévenes se produce la forma aguda,
consistiendo principalmente en diarrea y consiguiente deshidratacién (Martinez-Valladares, 2006;
Meana y Rojo-Vdzquez, 1999) .



K} : COMO DISMINUIR LAS PERDIDAS PRODUCIDAS

POR NGI?

Con el fin de reducir el impacto econémico que han ejercido los NG, la bisqueda de métodos de
control se ha centrado en interrumpir el ciclo de vida del pardsito. De esta manera, siempre se ha
tratado de que cumplan alguno de los siguientes objetivos (Torres-Acosta y Hoste, 2008; Kearney

y col., 2016):

¢ Eliminar los nematodos en el hospedador.
¢ Disminuir el contacto entre el hospedador y las larvas infectantes de la vegetacién.

e Aumentar la resistencia/resiliencia del hospedador.

Hasta ahora, el control mds efectivo se realizaba a través de fédrmacos, pero desde que emergieron
pardsitos resistentes a ellos y comenzé la preocupacién por el efecto de los quimicos en nuestra alimen-
tacién y el medioambiente, se ha incrementado la bisqueda de nuevos métodos de control (Matthews y
col., 2016). A continuacidn, se describirdn tanto los métodos quimicos, mds convencionales, como otros
métodos complementarios que se postulan como tendencias a adoptar en el futuro.

3.1. CONTROL QUIMICO

Los antihelminticos (Figura 10) que podemos en-
contrar en el mercado se agrupan principalmente
en 3 familias. La familia de los benzimidazoles
(albendazol), la de los imidazotiazoles y las tetra-
hidropirimidinas (levamisol y pirantel), y la familia
de las lactonas macrociclicas (ivermectina y moxi-
decting, entre otros) (Charlier y col., 2018; Colesy
col.,, 2006). Aunque hay dos grupos de farmacos
mds recientes, uno es el de los derivados de ami-
no-acetronitrilo (Amino-acetronitriles derivatives
-AAD-), que se usa en algunos paises y en el que
se encuentran el monepantel, y el ofro grupo son
los espiroindoles como el derquantel, comerciali-
zado en combinacién con abamactina (Charlier Figura 10. Anfihelminticos.

y col., 2018).

El tratamiento del ganado con antihelminticos resultaba ser la solucién mas eficaz frente a nematodos,
dependiendo de ellos desde la década de 1960 (Charlier y col.,, 2018). Este método era tan conveniente
que, en respuesta al gran incremento de la demanda de productos de origen animal, se abusé
de su empleo profilactico con el fin de aumentar la produccién (Vercruysse y col., 2018). Ese uso
inadecuado y prolongado en el tiempo, eventualmente, dio lugar al desarrollo de resistencia por
parte de los pardsitos (Vercruysse y col., 2018), incluso, frente a una molécula tan reciente como
el monepantel (Bartley y col., 2019; van den Brom y col., 2015), lo que indica que los vermes son
capaces de adaptarse con rapidez (Kearney y col., 2016) y, actualmente, supone el principal obs-
tdculo en el control de nematodos (Charlier y col., 2018; Kaplan y Vidyashankar, 2012). Ademds, el
tratamiento quimico acarrea otra serie de consecuencias, que se traducen en el depésito de residuos
en la canal del ganado y su posible efecto en los consumidores y el medioambiente (Torres-Acosta
y Hoste, 2008).



pesar de ello, los avances tecnoldgicos en biologia molecular podrian contribuir al descu-

brimiento de nuevos fdrmacos orientados a proteinas especificas. Esto permitiria conocer

cudles son las mejores combinaciones de moléculas a realizar para ampliar el espectro
de actuacién del farmaco vy, a la vez, ralentizar el desarrollo de resistencia a estos (Vercruysse y
col., 2018). De hecho, actualmente se continta el desarrollo de nuevos fdrmacos y se cree que en
el futuro continuaremos dependiendo de ellos, si bien desde una perspectiva mds sostenible. Por
ejemplo, llevando a cabo tratamientos selectivos, estableciendo previamente planes de manejo,
combindndolos con otros métodos y, probablemente, restringiendo el uso de ellos (Charlier y col.,
2018; Vercruysse y col., 2018).

Tratamiento Selectivo Dirigido y Tratamiento Dirigido:

El tratamiento dirigido (TT - Targeted
Treatment) reduce el desarrollo de resisten-
cia de los nematodos a los antihelminticos
al disminuir la frecuencia de tratamientos
y la contaminacién de pastos con larvas
resistentes, tratando a todo el ganado en
un momento determinado atendiendo a la
parasitacién media que presentan como
grupo (Charlier y col., 2018; Kenyon y
col., 2009). Por ejemplo, es conveniente
realizarlo durante el periodo de periparto,
cuando existe un mayor riesgo de conta-
gio (Charlier y col., 2014). No obstante,
para aplicar correctamente este método
de control hay que conocer bien la epi-
demiologia de la zona y se recomienda,
entre otros métodos de diagnéstico, el
recuento de huevos en heces combinado
con el estudio del rendimiento productivo
del ganado (Charlier y col., 2014).

Este método hay que diferenciarlo del tratamiento selectivo dirigido (TST — Targeted Selective
Treatment), que consiste en el tratamiento individual manteniendo una parte de la poblacién
de nematodos en “refugio”, sin que entren en contacto con antiparasitarios, con el objetivo de
que no desarrollen resistencia y continGen aportando genes de susceptibilidad a la poblacién
total (Charlier y col., 2018; Jackson y col., 2009; Kenyon y Jackson, 2012; van Wyk y col.,
2006). Debido a que la mayoria de los pardsitos de una poblacién se concentran en un bajo
porcentaje de animales del rebafio (Torres-Acosta y Hoste, 2008; van Wyk y col., 2006), el
tratamiento se aplicard sélo a esos animales, considerados los mds susceptibles (presentan
sinftomas/poseen una mayor carga parasitaria), y en el momento adecuado (conociendo la
epidemiologia) (Kenyon y col., 2009). De esta manera, es posible reducir los sintomas que
presenten, evitar altas concentraciones de nematodos en heces, ahorrar en el coste de fdrmacos,
disminuir la presién de seleccidn de resistencia de los nematodos (Charlier y col., 2018;
Torres-Acosta y Hoste, 2008) y, por ende, también las pérdidas productivas. Sin embargo,
para saber a qué animales tratar, se debe realizar un diagnéstico previo en el rebafio, median-
te marcadores parasitolégicos, fisiopatolégicos o de produccién (Tabla 2). Los métodos de
diagnéstico representados en la tabla son los mds usuales, pero se continda en la busqueda
y aplicacién de nuevas tecnologias que puedan mejorar el rigor de los existentes (Kenyon y
col., 2009). Aunque muchos autores consideran que en el futuro se dependerd mas del TST,
insisten en una mayor investigacién de ellos y de nuevos sistemas de diagnéstico, para mejorar
su aceptacién por parte de los ganaderos (Charlier y col., 2014).
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Tabla 2 Marcadores cominmente propuestos para la seleccién de animales en el tratamiento selectivo.

Fuentes: Hoste y col., 2002; van Wyk y col.,, 2006; Jackson y col., 2009; Kenyon y col., 2009; Kenyon y Jackson 2012; Charlier y col., 2018.
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3.2. MANEJO DE PASTOS

Hay diferentes métodos que se centran en el manejo del pasto para impedir o reducir el contacto del
ganado con las larvas infectantes presentes en la vegetacién (Bowman, 2011; Hoste y Torres-Acosta,
2011) valiéndose del hecho de que los estadios de vida libre se encuentran en el medio durante un
periodo limitado de tiempo (Torres-Acosta y Hoste, 2008).

El sistema de rotacién de pastos (Figura 11) se
encuentra entre ellos. Consiste en dividir el drea
de pasto en secciones, de manera que el ganado
ird rotando entre ellas en cortos periodos de
tiempo, para evitar que entren en contacto con las
larvas L3 que puedan surgir de huevos deposita-
dos en heces. Para ello, se respetard el tiempo
necesario hasta asegurar que la seccién esté libre
de larvas infectantes y reintroducir al rebafio en
ella (Bowman, 2011). Los inconvenientes de este
método es que, ademds de ser costoso (Bowman,
2011), resulta poco efectivo en climas templados,
donde los estadios de vida libre permanecen vivos
durante mds tiempo en el medio que en los tropi-
cales, en los que parece tener una mayor utilidad
(TOI’I’GS-ACOSfC! Yy Hoste, 2008) Figura 11. Rotacién de pastos.

Una variante es un pastoreo intensivo en parcelas pequefias “intensive cell grazing”, que se diferencia
del anterior en que el drea se divide en muchas secciones pequefias (menores de 0,5 hectéreas),
albergando altas concentraciones de animales en cada una, realizando la rotacién cada 2 dias
como mdéximo (en la rotacién de pastos convencional se realizan, al menos, cada semana) y man-
teniendo de media periodos mds largos de descanso en cada seccién (Ruiz-Huidobro y col., 2019).
Aunque no siempre se consigue disminuir la cantidad de huevos excretados en el pasto respecto
al sistema de rotacién de pastos convencional, podria implementarse como una herramienta para
mejorar la produccién y sostenibilidad de las explotaciones (Ruiz-Huidobro y col., 2019).

Otro método cuyo fin es reducir la cantidad de larvas infectantes en el pasto es el pastoreo mixto.
Consiste en que dos especies de animales diferentes (excepto entre pequefios rumiantes) pastoreen
en la misma zona o alternen su presencia en ella (Torres-Acosta y Hoste, 2008; Kearney y col., 2016),
basdndose en la especificidad que presentan los nematodos por determinadas especies de animales.
Sin embargo, existen pardsitos que infectan a diferentes especies, como Trichostrongylus axei (Stear y
col., 2007), y otros que, aun siendo especificos, han sido capaces de adaptarse a otros hospedadores
en infecciones experimentales (Torres-Acosta y Hoste, 2008).

El movimiento del ganado més susceptible (hembras en periparto y animales jévenes) hacia zonas
de pastoreo libres de larvas infectantes es una opcién aconsejable que se ha practicado en ganaderia
(Stear y col., 2007). “Tradicionalmente” se tratan con antihelminticos antes de movilizarlos, pero
actualmente se recomienda tratarlos con posterioridad (Torres-Acosta y Hoste, 2008), es decir, es
audn controvertido. Esto se debe a que los pardsitos que sobrevivian al tratamiento se instauraban en
el medio, creando una poblacién resistente e impidiendo que se produjera el concepto de “refugio”, del
que hablamos anteriormente (Torres-Acosta y Hoste, 2008; Kenyon y col., 2009). Otra consecuencia
que podria darse es que, al mover sélo animales susceptibles, perdemos el efecto que generaban
los animales resistentes al “diluir” el nimero de nematodos en el medio (Bowman, 2011).

No obstante, considerando lo anterior, seria necesario un estudio previo del clima y condiciones de la
granja para implementar el método mds adecuado (Kearney y col., 2016).
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3.3. CONTROLBIOLOGICO

Se ha investigado extensamente cémo eliminar las larvas infectantes del pasto mediante agentes
bioldgicos, pero pocos métodos han conseguido ser aplicables en el medio (Torres-Acosta y Hoste,

2008).

La opcién mds estudiada y con resultados mads

prometedores ha sido la administracién de hongos

nematéfagos como método profilactico frente tri-

costrongilidos (FAO, 2002; Rocha y col., 2007;

Hoste y Torres-Acosta, 2011). Estos consiguen

disminuir la poblacién de larvas infectantes en

heces antes de que éstas migren a la vegetacién

(Hoste y Torres-Acosta, 2011; Charlier y col.,

2018). La especie Duddingtonia flagrans (Figura

12) destaca entre el resto por ser capaz de sobrevivir

a su paso por el tracto digestivo de los animales en

forma de esporas, permitiendo que sigan siendo

funcionales una vez vuelven al medio a través de Figura 12. Larva de NGl atrapada por Duddingtonia flagrans.
las heces de los animales (Gémez-Rincén y col.,

2006; Torres-Acosta y Hoste, 2008). Sin embargo, su aplicacién en la granja ha arrojado resultados
variables (Gémez-Rincdn y col., 2006), presentando ciertos inconvenientes como, por ejemplo, el
hecho de que se necesite administrar esporas frecuentemente a los animales para que sea efectivo
el tratamiento (Stear y col., 2007; Charlier y col., 2018), ya que durante la digestién ruminal del
ganado se producen pérdidas importantes de éstas (Ojeda-Robertos y col., 2009); y, también, por
la posible vulnerabilidad que pueden presentar a las condiciones climdticas (Epe y col., 2009).
A pesar de ello, ya hay un producto comercializado, BioWorma® (https://www.bioworma.com),
que ha obtenido resultados positivos, disminuyendo significativamente el nGmero de larvas infectantes
en équidos, vacuno y caprino (Healey y col., 2018).

3.4. CONTROL MEDIANTE LA ALIMENTACION

El parasitismo puede afectar al crecimiento y a la produccién de leche o lana debido al desvio de
nutrientes hacia el mantenimiento de la respuesta inmune, entre otros (Charlier y col., 2018). Por este
motivo, la alimentacién del ganado ha sido estudiada en busca de elementos que fueran capaces
de disminuir la parasitacién y/o sus sinftomas (Torres-Acosta y Hoste, 2008).

Una opcidn interesante para reducir estos efectos

es el aporte proteico, con el que se ha observado

una disminucién de la contaminacién larvaria de

los pastos cuando se administraba a hembras en

periparto (Torres-Acosta y Hoste, 2008). Ademds,

hay estudios en ganado caprino que indican que el

aporte proteico presenta mejores resultados en los

animales mds productivos (Chartier y col., 2000).

Asimismo, este método no representa una gran

inversién econdmica ya que se puede suplemen-

tar con fuentes proteicas de bajo coste, como por

ejemplo los bloques nutricionales de urea/melaza Figura 13. Forraie.
(Torres-Acosta y Hoste, 2008). Sin embargo, puede

resultar dificil conocer cudnta cantidad es necesaria para cada individuo (Torres-Acosta y Hoste, 2008).



or ofro lado, existen plantas que aparte del aporte nutricional, presentan propiedades antihel-

minticas. En general, su investigacién se ha centrado en el forraje bioactivo que contenia poli-

fenoles, destacando los taninos condensados (Kearney y col., 2016; Vercruysse y col., 2018),
aunque en este caso, hay que tener en consideracién que en altas concentraciones pueden ser téxicos
y también disminuir la digestibilidad de algunos nutrientes (Kearney y col., 2016). El estudio de forrajes
bioactivos ha obtenido resultados variables, atribuyéndose a factores tecnolégicos, del medioambiente
y genéticos (Charlier y col., 2018). A pesar de ello, se considera un método de control interesante y que
necesita un mayor estudio para su uso en el futuro (Charlier y col., 2018). Asimismo, estos compuestos
se han asociado con una mejora de la inmunidad frente a NGl en pequefios rumiantes, aunque no esté
claro si se debe al aporte de proteina o si realmente son inmunoestimulantes (Charlier y col., 2018).

Otra alternativa que se ha investigado es el aporte de oligoelementos. El mds estudiado ha sido el uso
de particulas de éxido de cobre (COWP - Copper oxide wire particles-), que comenzé con el objetivo
de paliar la falta de este metal en rumiantes. Posteriormente, se descubriria que también tenia pro-
piedades antihelminticas (Torres-Acosta y Hoste, 2008). Sin embargo, es importante especificar
que los resultados mds consistentes se han producido frente a la especie H. confortus. Mientras que
frente a otros nematodos como T. circumcincta y Trichostrongylus spp. han sido mds variables (Hoste
y Torres-Acosta, 2011).

3.5. SELECCION GENETICA

En la naturaleza podemos encontrar tanto indi-
viduos como razas que presentan variabilidad
genética (Figura 14) en resistencia, resiliencia o
combinacién de ambas, frente a la mayoria de las
enfermedades estudiadas hasta ahora (Gibson
y Bishop, 2005). Se considera que un animal es
resistente a NGI cuando consigue regular la po-
blacién de vermes, disminuyendo la carga parasi-
taria o la longitud y fecundidad de estos (Bishop,
2012; Meana y Rojo-Vazquez, 1999; Steary col.,
1995). Mientras que la resiliencia se relaciona
con la tolerancia a la enfermedad, al describirse
como la habilidad de los animales a no enfermar
y mantener la produccién durante la parasitacién
(Bishop, 2012; Bissety Morris, 1996). La seleccién
genética se basa en utilizar como herramienta la
heredabilidad de ambos caracteres como método
de control de NGl (Bisset y Morris, 1996; McMa-
nus y col., 2014; Piedrafita y col., 2010). Figura 14. ADN.

Dado que la resistencia frente a nematodos es poligénica y los vermes tienen que adaptarse a
muchas “dianas” diferentes (Bishop, 2012; McManus y col., 2014), una ventaja que presenta este
método es el generar una menor presién de seleccién en el pardsito para que este mute, a diferencia
de los antihelminticos y, por ello, es mds sostenible a largo plazo (Bishop, 2012; Gibson y Bishop,
2005; Piedrafita y col., 2010). Por este motivo, hoy en dia se establecen programas de seleccién
genética en base a la resistencia y a la resiliencia frente a NGI (McManus y col., 2014). Si bien
existen programas enfocados a cada uno por separado, la combinacién de ambos es beneficiosa
ya que ademds de influir en el impacto de la enfermedad en los animales, también afectaria a la
epidemiologia (Bishop, 2012).
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unque la mejora genética puede basarse en la utilizacién de genes, no estd claro cudl (es)
podrian ser Gtiles para la seleccidny, por ello, se recurre a otras herramientas como las que
se mencionan a continuacion.

Por ejemplo, el uso de valores fenotipicos como indicadores de resistencia, para estimar la variabilidad
que presentan entre y dentro de razas (Dominik, 2005). Se han estudiado diferentes caracteres fe-
notipicos en rumiantes como marcadores indirectos, tanto relacionados con la resistencia (recuento
de huevos en heces o anticuerpos especificos frente al parésito -IgA, IgG e IgM-, como con la resiliencia
y el impacto de la parasitacién (tasa de crecimiento o indicadores de anemia) (McManus y col., 2014).
De ellos, el principal indicador que se ha utilizado hasta ahora es el recuento de huevos en heces (Bishop,
2012; Stear y Wakelin, 1998), presentando una heredabilidad de entre 0,2-0,4 (Bishop, 2012; McManus
y col., 2014; Stear y Wakelin, 1998; Vagenas y col., 2002). La principal ventaja de la utilizacién de
este indicador es que, ademds de conseguir disminuir el nimero de vermes en el hospedador, puede
reducir la contaminacién de los pastos y, por tanto, su transmisién al resto del ganado (Torres-Acosta
y Hoste, 2008). En la actualidad existen programas de seleccién realizados en base a este indicador
(Moreno-Romieux y col., 2017) e incluso se promueve este método gracias a programas comerciales
como WormBoss en Australia (http:/ /www.wormboss.com.au). También hay que destacar otro marcador
fenotipico que cada vez se usa con mds frecuencia en Nueva Zelandq, el test Carla (https://www.
agresearch.co.nz/partnering-with-us/products-and-services/carla-saliva-test/). Este estd basado en
IgA especifica de un antigeno de superficie de la L3 de Trichostrongylus colubriformis, asociado a resis-
tencia. De esta maneraq, esta prueba mide la IgA especifica en saliva de animales infectados utilizando el
antigeno de superficie, donde una mayor reaccién Carla se relaciona con un menor recuento de huevos
en heces y un mejor crecimiento de los animales infectados (McManus y col., 2014). Ademds, se ha
observado que las respuestas de IgA especifica de antigeno presentan el doble de heredabilidad que

el recuento de huevos en heces, por lo que podria suponer un mejor carécter de seleccién de resistencia
(Fairlie-Clarke y col., 2019).

Otra opcidn seria el uso de razas locales, que

han evolucionado y adquirido naturalmente me-

canismos de resistencia frente a estas infecciones

al haberse adaptado a exposiciones elevadas

de pardsitos con un nivel de mantenimiento mi-

nimo (Gibson y Bishop, 2005). Sin embargo,

la demanda de productos de origen animal ha

incentivado la tendencia a introducir razas mds

productivas, a costa de desplazar las razas lo-

cales existentes que se mantenian hasta ahora

por su valor cultural y rusticidad (Piedrafita y

col,, 2010; Torres-Acosta y Hoste, 2008). Estas

razas, que consideramos como comerciales, han

sobrevivido hasta ahora gracias al tratamiento

con antihelminticos, pasando genes no resisten-

tes de generacién en generacién (Piedrafita y

col., 2010). Por este motivo, hoy en dia se intenta

evitar esta prdctica y en muchos lugares se buscan otros métodos para mejorar la productividad,
por ejemplo, seleccionando animales resistentes dentro del ganado/raza (Torres-Acosta y Hoste,
2008). A fin de preservar las razas locales y sus genes, la FAO ha destacado el papel que ejercen
en ciertos ecosistemas y ha creado un banco de genes (embriones/semen) de algunas de ellas,
ademés del banco de datos ya existente donde podemos consultar el estado de los recursos gené-
ticos de estos animales a escala global (FAO, 2007; Torres-Acosta y Hoste, 2008). Con todo, es
dificil evitar la dilucién genética que se produce debido al cruce indiscriminado de razas, lo cual es
considerado como una gran amenaza a la diversidad genética (FAO, 2007).



Igunas de las razas ovinas clasificadas

como resistentes a nematodos gastroin-

testinales son la Barbados Black Belly
(Aumont y col., 2003), Red Maasai (Mugambi y
col,, 1997), Gulf Coast Native (Li y col., 2001),
St Croix (Stear y Murray, 1994) y la oveja Cana-
ria de Pelo (Gonzdlez y col., 2008). Esta Gltima
corresponde a una de las dos razas autéctonas
que se pueden encontrar en las Islas Canarias.
La oveja Canaria de Pelo (Figura 15) es de ori-
gen africano y fue traida por los primeros habi-
tantes de las islas, que la criaron durante afos
hasta ser posteriormente exportada al continente
americano, justo después de su descubrimiento.
Alli se adaptd y, hace relativamente pocos afios,
fue reintroducida en Canarias, donde se explota
por su aptitud cdrnica (Ministerio de Agricultura,

Figura 15. Imagen de corderos de la raza Canaria de Pelo.

2021) Se caracteriza por la resistencia mostrada frente a H. contortus en inoculaciones experimentales
(Gonzdlezy col., 2008) y en infecciones mixtas naturales de este nematodo en conjunto con T. circum-
cincta y Trichostrongylus spp. (Herndndez, 2015)

Una herramienta que nos sirve para identificar los mecanismos implicados en la resistencia frente a
NGl es la transcriptémica, a través del estudio de los genes y del nivel de expresidén que presentan
en animales resistentes y susceptibles. Por ejemplo, se ha estudiado el transcriptoma de la mucosa
abomasal de las dos razas ovinas canarias, raza Canaria de Pelo (resistente) y raza Canaria
(susceptible), en un ensayo donde fueron infectadas con H. contortus (Guo y col., 2016). En él se
observé que la raza Canaria de Pelo (CAP) presentaba una mayor expresién de genes relacionados
con las siguientes rutas: respuestas inflamatorias agudas de fdcil induccién, activacién del comple-
mento, proliferacién celular acelerada y subsiguiente reparacién tisular, e inmunidad dirigida contra
la fecundidad del pardsito. Todas ellas parecen estar implicadas en el desarrollo de resistencia de esta
raza (Guo y col., 2016).

Tanto esta, como todas las razas mencionadas anteriormente se caracterizan por responder a la
infeccién de forma efectiva. Aunque no se conocen exactamente los mecanismos mediante los
cuales cada una consigue impedir o disminuir la infeccién por NG, se ha estudiado la respuesta
inmune que ocurre generalmente frente a estos.

Respuesta inmune

Los helmintos necesitan mantener una relacién parésito-hospedador balanceada para poder
sobrevivir, por lo que generalmente las enfermedades que producen cursan de forma subclinica
(Tizard, 2009). Sin embargo, el que causen mayor o menor patologia, va a depender, entre
otras cosas, del grado de desarrollo de la respuesta inmune del hospedador. En él van a influir
factores intrinsecos del animal que pueden alterar este equilibrio, como: edad, sexo, raza,
genética, estado reproductivo, nutricional o comportamiento (Guo y col., 2016; Hayward,
2013; McRae y col., 2015; Piedrafita y col., 2010; Strain y col., 2002) y factores externos a
él: especie de nematodo, intensidad de la infeccidn o suplementacién nutricional (Hayward,

2013; Stear y col., 2003; Tizard, 2009).

En ovino, el desarrollo de inmunocompetencia frente a los NG| comienza a manifestarse en
los primeros meses de vida, aunque necesitan exponerse regularmente a ellos para poder
conseguir una respuesta inmune protectora, que suele alcanzarse a los 10-12 meses de edad
(McRae y col., 2015). Esta inmunocompetencia frente a NGl se ha relacionado tanto con la
disminucién de la carga parasitaria al prevenir el establecimiento de la mayor parte de larvas
infectantes y favorecer la expulsién de vermes adultos, asi como con el acortamiento y descenso
de la fecundidad de los vermes (McRae y col., 2015; Stear y col., 1995).
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a respuesta inmune frente al nematodo T. circumcincta comienza cuando entra al

organismo del hospedador y “expone” sus antigenos, generdndose una respuesta

inespecifica cuyo objetivo es el de eliminar al patégeno lo mds rapidamente posible
y reparar los dafios que haya podido causar (Tizard, 2009). Sin embargo, para desarrollar un
mecanismo de defensa frente al pardsito, es necesaria la exposicién repetida a él y requiere
de dias para que se pueda generar una respuesta inmune especifica (Balic y col., 2000).
De esta forma, se producird el reconocimiento antigénico por parte de los linfocitos T inma-
duros, que derivard en una diferenciacién y proliferacién de linfocitos B y T. Ambos tipos
de respuestas coexisten en el tiempo y en ellas se encuentran involucradas diversas células,
citoquinas y anticuerpos (McRae y col., 2015; Tizard, 2009).

La larva infectante al entrar causa dafio en el epitelio de la mucosa abomasal, generan-
do una reaccién inflamatoria local, donde se reclutan mastocitos, eosinéfilos, neutréfilos y
células Natural Killer (NK) (McRae y col., 2015) (Figura 16). Las células presentadoras de
antigeno, como las dendriticas y los macréfagos, van a “captar” los antigenos parasitarios
y migrar hacia los linfonodos regionales para presentdrselos a los linfocitos T inmaduros.
Debido a ello, se producen diferentes citoquinas que promueven la diferenciacién de estas
células en funcién de la respuesta que sea estimulada -Tipo1 o Tipo2- (Aboshady y col.,
2020). Estas respuestas se consideran antagonistas y, aunque normalmente el parasitismo
por nematodos induce un mayor desarrollo de la respuesta Tipo2, en ocasiones también se
observan respuestas Tipo1 (asociada a infecciones de pardsitos intracelulares), general-
mente en razas o individuos susceptibles que no responden adecuadamente a la infeccién
(Aboshady y col., 2020; Hayward, 2013), aunque otros estudios han detectado respuestas
tipicas de tipo 1, por ejemplo con altos niveles de IFN-y en animales resistentes y se ha sugerido
que se trata de un balance més correcto entre ambas respuestas en ovino (Colditz y col., 1996;
Venturina y col, 2013). La respuesta Tipo2 consiste en la activacién de las células a través de
la via alternativa, generando interleuquina 4 (IL-4), IL-5, IL-10 e IL-13, que van a inducir la
produccién, activacién y desplazamiento de mastocitos y eosindfilos hacia la zona de infeccién
(Mantovani y col.,, 2013; McRae y col., 2015). También estimulan la diferenciacién de células
B inmaduras en células plasméticas productoras de anticuerpos especificos frente al pardsito
(McRae y col., 2015). En presencia de IL-5 se produce IgA y se activan los eosinéfilos
promoviendo su degranulacién sobre las larvas, lo que podria contribuir al mecanismo de
expulsién tardia de ellas (Balic y col., 2002; McRaey col., 2015). Por otra parte, la IgA esta
relacionada con el mecanismo de resistencia adquirida frente a L4 mediante la supresién
mediada del crecimiento de estas, de manera que, indirectamente se estaria afectando la
longitud del estadio adulto final y la reduccién de la prolificidad, al disminuir el ndmero de
huevos debido al tamafio del verme (Balic y col., 2000; Henderson y Stear, 2006).

Después de infecciones repetidas, la IL-4 estimula la produccidn de IgG (especialmente de
la subclase IgG1) e IgE especifica frente al parésito por parte de las células plasméticas
(Aboshady y col., 2020; Tizard, 2009). La IgE se va a unir a los mastocitos activdndolos,
considerdndose entonces leucocitos globulares (Balic y col., 2000). Por lo que, en las si-
guientes infecciones, las larvas van a estimular de esta manera una degranulacién de ellos
(Aboshady y col., 2020; Venturina y col., 2013). Esto hace que se liberen més mediadores
proinflamatorios, que estimulan una respuesta de hipersensibilidad tipo 1, aumentando la
produccién del mucus del tracto gastrointestinal y el peristaltismo intestinal. Contribuyen, de
esta forma, a la expulsién répida de las larvas L3, al dificultar su establecimiento y supervi-
vencia, asi como de los vermes adultos (Balic y col., 2002; McRae y col., 2015).



Figura 16 . Representacién de la respuesta inmune frente a nematodos gastrointestinales (Adaptado de McRae y col., 2015).

Aunque todo ello parece constituir el principal mecanismo de resistencia frente a este
pardsito en corderos, los eosinéfilos no parecen jugar un rol importante en la respuesta
frente a T. circumcincta, a diferencia de lo que ocurre con otro nematodo gastrointestinal,
H. contortus. Es méds, una marcada eosinofilia durante la infeccién con T. circumcincta se
ha relacionado con una mayor susceptibilidad (Henderson y Stear, 2006). Por lo que, parece
que la IgA (regulando longitud y ndmero de huevos en Utero de los vermes) y la IgG1
e IgE especificas del parésito, junto a los leucocitos globulares (controlando la carga
parasitaria), son las principales herramientas que tiene el ganado ovino para defenderse
de las infecciones de T. circumcincta (Aboshady y col., 2020; Henderson y Stear, 2006;
McRae y col., 2015; Stear y col., 1995).

En relacién con la respuesta inmune de la raza Canaria de Pelo (resistente) frente a NGI, en
experiencias anteriores de nuestro grupo de investigacidn, se ha observado que la respuesta
generada frente a infecciones experimentales de H. contortus esté relacionada principalmente
con la activacién de eosinéfilos, IgA y células Tyd/WC1+, modulando la fecundidad del estadio
adulto (Gonzélez y col,, 2008, 2011). Aunque también se ha observado menores recuentos
de huevos en heces en ovinos de esta raza expuestos a infecciones naturales mixtas en las
que predominaban las especies/género T. circumcincta y Trichostrongylus spp. (Herndndez,

2015), no se conocen los mecanismos responsables de esta proteccién.

121



122

3.6. VACUNAS

Las vacunas (Figura 17) frente a pardsitos son una

alternativa atractiva, con la que se trata de estimu-

lar una respuesta inmune eficaz en los animales,

para aumentar la produccién y mejorar el bienestar

animal. Ademdés, nos permite reducir la presencia

de residuos quimicos en el medioambiente, al re-

querir una menor frecuencia de tratamientos farma-

colégicos durante el afio (Vercruysse y col., 2018).

Sin embargo, el desarrollo y comercializacién de

vacunas frente a pardsitos se ha encontrado con

diversos obstdculos a lo largo del tiempo (Mat-

thews y col., 2016). Por ello, es de destacar, que

actualmente se comercialicen 3 vacunas frente a

helmintos de rumiantes: “Barbervax®’ /" Wirevax®” Figura 17. Vacuna.

(de antigeno nativo del nematodo H. contortus, en

Australia, Reino Unido y Suddfrica); “Bovilis Huskvac®” (del nematodo Dictyocaulus viviparus vivo
atenuado); y “Providean Hidatil EG 95 (de antigeno recombinante del cestodo Echinococcus granulosus,
en Sudamérica) (Claerebout y Geldhof, 2020; Matthews y col., 2016).

Para que una vacuna se considere efectiva debe conseguir reducir los sintomas de la enfermedad y
las pérdidas productivas, aunque existen vacunas cuyo efecto es poco duradero, asi que su utilidad va
a depender de las condiciones climéticas y de manejo de la explotacién ganadera. De igual manerq,
se recomienda que el uso de vacunas vaya acompafiado de otros métodos de control y se realice el
diagnéstico para localizar y tratar, o apartar del rebafio, a los animales que no responden a la vacuna
(Vercruysse y col., 2018). Sin embargo, en la actualidad no se persigue una inmunidad total del
rebafio y se le da mayor importancia a buscar vacunas multivalentes, combinando antigenos o usando
moléculas presentes en diferentes especies (Matthews y col., 2016).

Las vacunas frente a NG| pueden componer-
se del pardsito en su totalidad (debilitado/
atenuado), como es el caso de vacunas de
pardsito irradiado (Claerebout y Geldhof,
2020). La primera vacuna comercializada
frente helmintos de rumiantes era de este
tipo y consistia en larvas vivas irradiadas
de Dictyocaulus viviparus, nematodo pul-
monar que afecta al ganado bovino. Esta
se desarrollé en la década de los 50 y se
distribuyé bajo el nombre de Dictol®, cam-
bidndolo posteriormente a Bovilis Huskvac®
(MSD Animal Health), la cual continta uti-
lizdndose en la actualidad (Britton y col.,
2020; Jarrett y col., 1959; Matthews y col.,
2016). Si bien ha habido posteriores intentos
de inmunizacién con diferentes especies de
nematodos atenuados por irradiacién, no
se ha obtenido el éxito esperado (Britton y

col.,, 2020).



or otro lado, existen vacunas basadas en antigenos, que pueden clasificarse atendiendo a su

naturaleza. Se consideran nativas si los antigenos forman parte o son producidos por el pardsito, y

recombinantes cuando estos se sintetizan a partir de sistemas de expresién (Nisbet y col., 2016).
La produccién de antigenos nativos requiere infectar a animales para obtener los parésitos y, en algunos
casos, sacrificarlos (si necesitamos vermes adultos), ademds de garantizar la cadena de frio, lo que,
entre otras cosas, limita la distribucidn de la vacuna (Matthews y col.,, 2016). Asimismo, es necesario que
las vacunas sean de fdcil produccién y uniformes, para que sean comercialmente viables. Esto es dificil
de conseguir cuando purificamos los vermes para extraer antigenos naturales, por ello se estudia como
reproducirlos en su forma recombinante. De esta manera, se podria reducir el coste de produccién y la
variabilidad entre lotes, facilitando su comercializacién (Charlier y col., 2018). Sin embargo, conseguir
recrear la conformacién correcta de la molécula deseada es complicado y, hasta ahora, se ha observado
que en la mayoria de los estudios no generan respuesta (Matthews y col., 2016).

Ademds de esta clasificacién, las vacunas se pueden catalogar segin el origen del antigeno. Los
denominados antigenos ocultos son aquellos que generalmente no se exponen al sistema inmune del
hospedador. Es el caso de los que componen la vacuna “Barbervax®’/ “Wirevax®”, producida a
partir de proteinas nativas, de la membrana intestinal del nematodo H. contortus (aminopeptidasa H11
y complejo glicoproteico H-gal-GP) (Claerebout y Geldhof, 2020; Matthews y col., 2016). Se cree
que el éxito de esta vacuna reside en que H. contortus, al alimentarse de la sangre del animal, recibe
los anticuerpos de éste, posiblemente afectando al intestino del parésito alterando digestién (Nisbet
y col., 2016; Schallig, 2000). Por esta razén, es capaz de proteger a los animales que presentan una
inmunidad natural débil o poco efectiva. Sin embargo, las infecciones parasitarias no re-estimulan la
respuesta inmune de los animales al no exponerse al antigeno, por lo que el efecto de la inmunizacién es
poco duradero y son necesarias dosis constantes de ella (Claerebout y Geldhof, 2020). No obstante,
el corto periodo de duracién que presenta no supone un problema en paises con pastoreo limitado
a ciertas épocas del afio o si se realiza manejo de pasto (Vercruysse y col., 2018). Asimismo, se
ha intentado desarrollar su forma recombinante, pero, hasta ahora, no ha conseguido estimular la
respuesta inmune del ganado (Matthews y col., 2016).

Otro tipo de antigenos son los de ES (excre-
cién/secrecién), proteinas liberadas por
el parésito en el hospedador o en cultivos
“in vitro” para la produccién de vacunas
(Claerebout y Geldhof, 2020) Un ejemplo
es el prototipo de 8 proteinas recombinantes
de T. circumcincta desarrollado por Nisbet y
col., 2013, que contiene diversos productos de
ES del pardsito, como Tci-ES20, Tei-MEP-1
y Tci-APY-1.

Por Gltimo, las vacunas de antigeno somdtico son aquellas desarrolladas a partir de proteinas que se
encuentran en el cuerpo del pardsito. Hace algunos afios, un grupo de investigacién espafiol dirigido
por el Dr. Alunda (Universidad Complutense de Madrid) desarrollé una vacuna con la versién recom-
binante expresada en E. coli de una proteina somdtica del estadio adulto de H. contortus (Hc23), a la
cual se le habia atribuido un efecto protector con anterioridad (Fawzi y col., 2015a). La inmunizacién
en corderos dio como resultado una reduccién superior al 80% en el recuento de huevos en heces y
de adultos en abomaso respecto al grupo control (no vacunado e infectado). Estos niveles de protec-
cién son similares a los alcanzados en experiencias que han utilizado antigenos nativos, por lo que se
trata de un hallazgo prometedor en la produccién de proteinas recombinantes (Fawzi y col., 2015b).
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demds, tanto las vacunas de antigeno somdtico como las de productos de ES, mantienen su

efecto protector durante més tiempo que las de antigeno oculto, ya que son antigenos ex-

puestos al sisema inmune del hospedador y la infeccién con el pardsito produce un “boost”
en la respuesta inmune. Aun asi, la duracién puede estar condicionada por el sistema inmune del
animal y las caracteristicas de la explotacién ganadera (Claerebout y Geldhof, 2020).

La eleccién del adyuvante apropiado depende de los antigenos que componen la vacuna y se ha obser-
vado que éste puede ser el causante de que ésta sea o no eficaz (Charlier y col., 2018). Normalmente,
en las vacunas frente a nematodos se tiende a estimular una respuesta celular (Tipo2), al conocerse como
la respuesta protectora frente a helmintos, con adyuvantes como el hidréxido de aluminio (Fawzi y col.,
2015b). Sin embargo, se ha observado eficacia en adyuvantes estimulantes de la respuesta humoral
(Tipo1) como Quil A, en vacunaciones frente a T. circumcincta (Matthews y col., 2016; Nisbet y col.,

2013).

Por Gltimo, es importante destacar que las vacunas
frente a NGI deben presentar una relacién coste/
efectividad que atraiga a los ganaderos, ya que,
aunque se financian proyectos de vacunas frente a
pardsitos incluso con gran dotacién presupuestaria
(ej. PARAGONE: vaccines for animal parasites), las
autoridades no consideran las lucha frente a estos
como un tema prioritario (Claerebout y Geldhof,
2020; Vercruysse y col., 2018). Por este mismo
motivo, seria ideal conseguir desarrollar vacunas
capaces de proteger al ganado de miltiples
especies a la vez (Matthews y col., 2016). No
obstante, antes de alcanzar estos objetivos, es
vital seguir investigando la relacién pardsito/
hospedador para ser capaces de orientar la res-
puesta inmune y elegir el adyuvante apropiado.
Y, ademds, conseguir la conformacién espacial
adecuada de las proteinas recombinantes pro-
ducidas (Claerebout y Geldhof, 2020; Matthews
y col., 2016).

Vacuna recombinante frente a Teladorsagia circumcincta (Nisbet et al., 2013)

Se trata de un prototipo vacunal que contiene 8 antigenos recombinantes, descritos en la
tabla 3. Para estudiar su efectividad, inicialmente se realizaron dos ensayos en corderos de
cruce de Texel. En ambos se siguié el mismo protocolo, que consistia en la administracién
subcutdnea de la vacuna un total de 3 veces, cada 3 semanas junto con el adyuvante Quil A a
los grupos vacunados, mientras que a los grupos controles se les administraba sélo el adyuvante.
A continuacién, se les sometia a infecciones experimentales mediante inoculaciones de larvas
infectantes de T. circumcincta. El primer ensayo se llevé a cabo en corderos de 204-206 dias
de edad, observandose una reduccién media del 70% de huevos en heces y del 75% de
vermes adultos en abomaso en el grupo vacunado respecto al grupo control. En el segundo
ensayo se utilizaron corderos de 172-178 dias de edad, estableciéndose cuatro grupos, dos
vacunados y dos controles. Un grupo control y otro vacunado se sacrificaron 7 semanas
después de la primera inoculacién, sin observarse diferencias significativas entre ellos. Los
restantes se sacrificaron 4 semanas después de estos, obteniéndose con la inmunizacién
reducciones del 58% de huevos en heces y 57% de nematodos totales en abomaso respecto
al control (Nisbet y col., 2013). Posteriormente se llevé a cabo otra experiencia con ovejas
en periparto de la misma raza, donde se observé un 45% de reduccién en la media del

recuento de huevos acumulativo en heces en el grupo vacunado respecto al control (Nisbet
y col., 2016).



Tabla 3. Antigenos recombinantes que componen la vacuna frente a Teladorsagia circumcincta (Adaptado de Nisbet y col., 2013).

Actualmente, la investigacién de este prototipo se ha orientado principalmente a la simplificacién
de la vacuna, combinando una menor cantidad de proteinas y centrdndose en las que hayan
logrado estimular la respuesta inmune de los animales durante los ensayos (Matthews y col.,
2016; Nisbet y col., 2019). Ademds, se han realizado diversos ensayos en corderos combinando
4y 2 antigenos del céctel de proteinas (Britton y col., 2020). Si bien, en los primeros no hubo
una reduccién visible de las variables parasitolégicas, en los ensayos con la vacuna de dos
antigenos, Tci-APY-1/mTci-APY-1 (mutacién de apirasa no funcional) y Tci-MEP-1 hubo cierta
reduccidn, la cual mejoré cuando se utilizaba la mutacién de Tei-APY -1 (Nisbet y col., 2019).

No obstante, a pesar de que la inmunizacién con este prototipo vacunal ha generado resultados
interesantes, presenta variabilidad en la respuesta entre animales y entre los diferentes ensayos
que se han realizado (Nisbet y col., 2019). Estos aspectos, sumados al nimero de proteinas que
precisa el protfotipo, son serios obstdculos para su comercializacién (Matthews y col., 2016).
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Introduccion

emerged as a critical focal point within the realm of nutrition, food security, and environmental

sustainability. However, fish is not without its risks. This thesis delves into emerging zoonotic
parasites in Mediterranean edible marine fish. We are going to start by introducing some data on
fish consumption and production, to continue with emerging zoonotic parasites specific to fish hosts,
and finally, to document the potential presence of other waterborne zoonotic parasites in marine
fish hosts. Note that data provided in the following subsections on fish consumption and production
refer primarily to the years 2019 and 2020. This corresponds to the most recent public updates
available from the Food and Agriculture Organization (FAO).

I n an ever-evolving world with a burgeoning global population, the consumption of fish has
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Il OVERVIEW ON MARINE FISH CONSUMPTION

1.1. CONSUMPTION OF AQUATIC PRODUCTS

Global consumption of aquatic food has increased at a mean annual rate of 3.0% in the last six
decades, which means that we are now consuming five times more aquatic food than 60 years ago.
This increase has been produced in parallel to the population growth (mean annual rate of 1.6%),
but also because of an increase in per capita consumption, from 9.9 kg in the 1960s to 20.5 kg in
2019. However, per capita consumption is widely variable according to the region/country and is
highly influenced by aquatic food availability, income status, or food habits. It is noteworthy that
the per capita consumption annual growth rate is the highest in upper-middle-income countries,
with the notable leadership of China (3.2%), compared to lower-middle-income countries (1.9%) or
high-income countries (0.5%; high consumption already in previous decades). Finally, low-income
countries are experiencing a 0.2% decrease through the years (Figure 1). Despite this, in several
low-income countries with high levels of undernutrition, aquatic food protein contributes to a greater
extent to the total animal protein intake, being a key factor in food security (FAO, 2022a).

Figure 1. Aquatic food consumption (per capita consumption in kg/year) according to country income status. Year 2019. Adapted from FAO
(2022q).

If considering the most recent available data (year 2019), from the total per capita intake, 75% came
from finfish, the rest being shellfish. In turn, marine finfish accounted for the 33% (FAO, 2022a). It is
worth mentioning the high rate of seafood consumption in the European Mediterranean countries,
30.86 kg per capita, compared to the global average of 20.5 kg in 2019. Interestingly, the leader-
ship is held by Portugal (59.9 kg per capita) and Spain (46 kg per capita) (European Commission,
Directorate-General for Maritime Affairs and Fisheries, 2022; FAO, 2022a).

1.2. ORIGIN OF EDIBLE MARINE-FISH FOR HUMAN CONSUMPTION

Seafood for human consumption is provided by capture fisheries production and aquaculture production.
In the last decades, the increasing demand for seafood products has been possible to cover because
of significant growth in the aquaculture sector, rather than capture fisheries, with stagnant productions

(Carvalho and Guillen, 2021).

Interestingly, marine fish is the only group in which most production still comes from capture fisheries, with
less than 10% coming from aquaculture. This is in contrast with other aquatic food groups (freshwater and
diadromous fishes, crustaceans, molluscs, and others) whereby aquaculture production far exceeds
capture fisheries production (FAO, 2022a).

w



1.2.1. Capture fisheries

After an increasing trend from the 1950s to the late 1980s, capture fisheries production has
been maintained relatively stable, with interannual fluctuations (86-93 million tonnes per year on
average). From those, catch in marine waters represented 87.3% in the 2018-2020 period (FAO,
2022a) (Figure 2).

Figue 2. Temporal frends in global captures. Drawn from: FAO. Global capture production Quantity (1950-2021). License: CC BY-NC-SA 3.0
IGO. Extracted from: https:/ /www.fao.org/fishery/statistics- query,/en/capture/capture_quantity. Data of Access: 19-07-2023.

Marine capture fisheries are dominated by a few producers, with the leading seven producers (Ching,
Indonesia, Peru, the Russian Federation, the United States of America, India, and Vietnam) concentrating
more than 50% of the captures (FAO, 2022a). The anchoveta (Engraulis ringens) heads the world marine
finfish production, followed by the Alaska pollock (Gadus chalcogrammus) and the Skipjack tuna
(Katsuwonus pelamis) (FAO, 2022a).

In contrast with the global stability in captures,
the percentage of fishery stocks within biologically
sustainable levels has decreased from 90% in
1974 to 64.6% in 2019, which means that at the
present time, more than 35% of the stocks are
overfished. Among FAQO'’s major fishing areas,
the Southeast Pacific (division 87) and the Med-
iterranean and Black Sea (division 37) have the
largest proportions of stocks being fished under
unsustainable levels (66.7 and 63.4%, respectively)
(FAO, 2022aq).
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a maximum of 1,087,100 tonnes. Since then, the production has gone irregularly declining, with
the highest drop registered in 2020 (674,500 tonnes), probably stressed by COVID-19 restrictions

(FAO, 2022b) (Figure 3).

I n the Mediterranean Seaq, capture fisheries production increased from 1970 until 1994, reaching

Figue 3. Temporal trends in Mediterranean captures. Drawn from: FAO. GFCM (Mediterranean and Black Sea) capture production
Quantity (1970 - 2021). License: CC BY-NC-SA 3.0 IGO. Extracted from: https://www.fao.org/fishery/statistics- query/en/
gfcm_capture/gfcm_capture_quantity. Data of Access: 19-07- 2023.

Based on last records (2018-2020 average), ltaly is the main producer (20.9%) in the Mediterranean
basin, followed by Tunisia (12.9%), Algeria (12.8%), Greece (9.9%), and Spain (9.5%). The small
pelagic species, mainly herrings, sardines, and anchovies, contribute for slightly more than half of the

total landings (FAO, 2022b).

Considering the General Fisheries Commission for the Mediterranean (GFCM) subregions, the western
Mediterranean is the most productive subregion (20.3% of total Mediterranean landings), with Algeria
being the main producer (39.5%), followed by Spain (29.2%) and ltaly (16.3%). Small pelagic species,
mainly pilchard (Sardina pilchardus), European anchovy (Engraulis encrasicolus), and sardinellas
(Sardinella spp.) are again the main caught species (FAO, 2022b).



1.2.2. Marine finfish aquaculture

Due to capture fisheries stagnation, aquaculture production has led the growth of total seafood production
since the 1980s. Farmed finfish have represented the largest proportion of aquaculture production for
decades (excluding algae). In particular, of the total 122.6 million tonnes of aquaculture production in
2020, 57.5 million tonnes were farmed finfish, and from these, 8.3 million tonnes were from mariculture
and coastal aquaculture (Figure 4). The Atlantic salmon (Salmo salar), followed by the milkfish (Chanos
chanos), stands out among the overall mariculture and coastal finfish species produced globally. They
account for 32.6% and 14%, respectively, of the total production within this group in 2020 (FAO, 2022a).

Figue 4. Temporal trends in world aquaculture production. Drawn from: FAO. Global aquaculture production Quantity (1950 - 2021).
License: CC BY- NC-SA 3.0 IGO. Extracted from: hitps://www.fao.org/fishery/statistics- query/en/aquaculture/aquaculture_
quantity. Data of Access: 19-07-2023.

Finfish mariculture and coastal aquaculture are led by Asia, with Europe in the second position. In
Europe, two types of regions/productions can be considered: the predominant marine cold water
production (northern Europe, mainly Norway), dominated by the Atlantic salmon, and the marine
Mediterranean production, mastered by the European seabass (Dicentrarchus labrax) and the
gilthead seabream (Sparus aurata). The main producing countries in the Mediterranean are Turkey,
Greece, and Spain (FEAP, 2022).

Although the general situation is that most of the
marine fish still comes from capture fisheries, the
situation in the Mediterranean basin is different.
In the Mediterranean, capture fisheries are still
predominant, but aquaculture production has
experienced a 15% increase in the last ten years,
reaching 43% of the total Mediterranean pro-
duction in 2019 (Carvalho and Guillen, 2021).



1.3. BENEFITS AND RISKS FROM FISH CONSUMPTION

Fish are an important source of high-quality protein. This fact is especially relevant in low-income
countries, where aquatic food protein is the main source of animal protein, therefore having an im-
portant role in food security (FAO, 2022a). Indeed, The Sustainable Development Goals (SDGs)
of the United Nations include food security as a priority, as well as marine resources conservation
and sustainability, as stated in SDGs 2 and 14: ,End hunger, achieve food security and improved
nutrition and promote sustainable agriculture®, and , Conserve and sustainably use the oceans, seas
and marine resources', respectively. Fisheries and aquaculture have been only explicitly, but superficially
mentioned, in these both goals. However, several authors pointed out that fish, and especially
aquaculture, could constitute a key factor in achieving the overall 17 SDGs, including those that are
directly related, such as SDG 2 and 14, but also others with indirect or associate relationships (Troell

etal, 2023).

Beyond that, fish consumption has several nutritional benefits and impacts positively on human health.
Fish is rich in several essential nutrients, including n-3 polyunsaturated fatty acids, vitamins (especially A,
B, and D), essential amino acids, and minerals, that are known to have interesting properties for human
health, like anti-inflammatory, anti-carcinogenic or antioxidant activity (Chen et al., 2022). The synergistic
effect of these activities, among several others, is thought to be behind the protective associations found
between fish consumption and several health outcomes. Particularly, fish consumption has been linked to
a reduced risk of mortality; it also decreases the risk of several cancers (brain, hepatocellular, and lung
cancer, among others), cardiovascular and ischemic diseases (acute coronary syndrome, cerebrovascular
disease or stroke), cognitive diseases (like depression or dementia risk), and even allergic condition (Zhao
et al., 2023). Therefore, fish have an important role as part of a healthy diet, with a recommended intake
of at least two servings (= 240 g) per week, including one portion of oily fish (Piepoli et al., 2016).

However, eating fish, and seafood in general, can
also pose health risks for consumers. Fish are a
source of exposure to different chemical pollutants
that they bioaccumulate from the environment or
through food, including toxic metals and organic
compounds (like polychlorinated biphenyls or
organochlorine pesticides, among others), with
known harmful effects on human health (Perellé
et al., 2015; Gonzdlez et al.,, 2019). Moreover,
fish also carry a plethora of biological agents, in-
cluding viruses, bacteria, and parasites, that are
responsible of foodborne diseases worldwide
(Ziarati et al., 2022).

Due to the remarkable importance that fish has in worldwide diets, the assessment of the associated risks
must be mandatory in both legislative and scientific fields. Hereafter, we focus on emerging parasites
responsible for fishborne diseases.
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EEMERGING MARINE FISHBORNE PARASITIC

ZOONOSES

2.1. THE CONCEPT OF EMERGING PARASITIC ZOONOSES

According to the World Health Organization (WHO), emerging and re-emerging infectious diseases
(EIDs) concepts refer to a group of diseases that have originated in recent years or that have already existed
for a long time but are experiencing rapid increase in incidence or changing their geographic distribution.
In several cases, EIDs are zoonotic, therefore transmitted from animals to humans through direct
contact or by food, water, or environment, including vector-borne diseases.

The emergence of the infectious agents involved in EIDs is driven by different factors that either involve
greater contact between people and unusual pathogens or their natural hosts or foster their dissemination.
These emergence drivers are usually linked to anthropogenic factors, although they can sometimes be due
to natural causes, and can be classified as follows (adapted from Church, 2004; McArthur, 2019):

¢ Microbial adaptation, including the development of resistance to drugs, especially antibiotic resistance,
or viruses’ antigenic shifts.

¢ Ecological changes, mainly related to changes in the use of land and to climate change. Different
human practices concerning land use, e.g., urbanization, deforestation, agricultural practices, construc-
tion of dams, efc., ultimately lead to close contact between humans and animals or arthropod- vectors,
increasing the risk of exposure to infectious agents. On the other hand, climate change can impact the
geographic distribution of hosts, but mainly arthropod-vectors, contributing to expanding their spatial
ranges.

*  Human demography: population growth and increased density of the human population, together
with demographic movements (migration to urban areas, immigration) contribute to increasing the
probability of getting in contact with new pathogens and/or facilitating their spreading.

¢ Technology, healthcare, and susceptibility to infection: especially in industrialized countries, technology
has led to aging populations, sometimes suffering from chronic diseases. These population groups
usually have impaired immune systems, making them more susceptible to infections.

¢ Breakdown in public health measures: conversely to industrialised countries, in developing countries,
immunocompetence is hampered by malnutrition and the absence of immunization practice.
Moreover, the lack of public health infrastructure, the lack of access to safe water, and, in general,
the poor sanitary conditions, enhance the probability of contact with pathogens.

* International travel and global trade, which enables people and animals, but also food products
and other goods, to travel quickly around the world and therefore, to facilitate the spread of pathogens
and their vectors.

Agents involved in zoonotic EIDs are bacteria, viruses, parasites, and fungi. However, the utmost atten-
tion and recognition is received by viruses and bacterial diseases. The National Institute of Allergy and
Infectious Diseases (NIAID), lists the emerging infectious diseases/pathogens in three priority categories,
according to their public health risk. Curiously, parasites received only one mention, corresponding to
food and waterborne protozoq, in Category B. Also Microsporidia are listed in Category B; although they
are currently classified as fungi (Adl et al., 2019), they are generally considered parasitic fungi. Two other
parasites are listed as, Additional emerging infectious diseases/pathogens’, namely acanthamebiasis
and atypical Babesia (NIAID, 2018).



underdeveloped and developing countries with low incomes (Chai et al., 2005). Therefore, little

effort and resources have been invested in their study, concerning surveillance, prevention, and
treatment. Paradoxically, the absence of good data on how these diseases impact health and economics
makes it difficult to obtain more attention and resources. This state of neglect, together with the factors listed
above, had provided a unique opportunity for several parasitic diseases to (re)Jemerge (Shamsi, 2019).

’ I Y raditionally, parasitic diseases had been related to poverty and considered to affect only

2.2. DIVERSITY OF EMERGING MARINE FISHBORNE PARASITES

Within fish, the situation is even worse, with zoonotic parasites from fish receiving little attention compared
to other well-known zoonotic parasitosis (Chai et al., 2005). Despite the high frequencies of zoonotic
parasites detected in fish, especially in wild-caught fish, human infection cases are miss-recognized
and totally underdiagnosed (Shamsi, 2020). Among parasites, foodborne helminth parasites are those
of great concern. While some of them are rare, others are known to cause severe illness and to represent
a high risk to public health. This risk has increased in parallel to the rise in fish production, especially
aquaculture, and the increment in seafood consumption. Moreover, changes in dietary habits, with growing
interest in western countries in raw and undercooked fish dishes (sushi, sashimi, ceviche, etc.), together
with climate change and the growth of international trading of fish and fish products, among other factors,
have led to the emergence of several fishborne parasitic diseases (Lima dos Santos and Howgate, 2011;
Fiorenza et al.,, 2020).

There are three major groups of zoonotic parasites infecting freshwater, brackish, or marine fish: rematodes,
nematodes, and cestodes (Chai et al., 2005). People get infected by the consumption of raw or under-
cooked fish or fish products. Fishborne parasites have been reported worldwide, although their prevalence
is notably high in Asian countries (Cong and Elsheikha, 2021), where the total and per capita aquatic food
consumption are the highest worldwide (FAO, 2022a) and raw fish dishes are typically consumed.

2.2.1. Trematodes

Trematodes, commonly known as flukes, are the most diverse group of fishborne parasites and are
considered emerging infectious pathogens (Ziarati et al., 2022). They are classified into three groups:
liver, intestinal, and lung flukes. The general life cycle involves a definitive host (man or other piscivorous
animals) and two intermediate hosts, a snail and a fish. The definitive host harbors the adult trematodes
and sheds the embryonated eggs in feces. The eggs containing the miracidium may be directly ingested
by a snail -the first intermediate host- or alternatively, the eggs may hatch and release the miracidium,
which then penetrates the snail. After developing, the motile cercaria are released into the water, and
subsequently, they find and penetrate the muscle of the second intermediate host, the fish, where they then
develop into the infective stage, the metacercariae. Finally, the definitive host acquires the infection when
they ingest infected raw or undercooked fish (Klimpel et al., 2019).

Liver flukes, belonging to the family Opistorchiidae, are among the most prevalent trematodes in
humans, being endemic in southern Asia. They are known to cause severe diseases, and even some
of them are considered to be carcinogenic (IARC, 2012). It is noteworthy that about 45 million people
are currently infected by liver trematodes, with more than 680 million at risk of infection (Saijuntha et al.,
2021). However, they are only transmitted by freshwater fishes and therefore are out of the scope of
this research. Similarly, pulmonary paragonimiasis (genus Paragonimus) is exclusively transmitted by
freshwater crabs and crayfish (Shamsi, 2019).

Intestinal flukes are a diverse group with at least 74 zoonotic species worldwide distributed, highlighting
heterophyds (Hetrophydae) and echinostomes (Echinostomatidae). It is estimated that around 40-50
million people are infected worldwide (Chai et al., 2009). Clinical manifestations are generally related
to the gastrointestinal system, being more severe in echinostomes than in heterophyds infections. Intestinal
flukes have life cycles occurring mainly in freshwater, but also in brackish water hosts (Chai and Jung, 2020).
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2.2.2. Cestodes

Fish tapeworms (class Cestoda) belonging to Diphyllobothriidea family are the causative agents
of human diphyllobothriosis (and diplogonoporosis). There are about 15 species reported to infect
humans (Scholz and Kuchta, 2016), although only four of them have been studied in detail and
are responsible for the majority of human cases, namely Diphyllobothrium latum, Diphyllobothrium
nihonkaiense, Diphyllobothrium dendriticum, and Adenocephalus pacificus (Scholz et al., 2009;
Kuchta et al., 2015a). Clinical signs of diphyllobothriosis are usually mild and not life- threatening,
therefore arousing litfle attention. This fact, together with a better understanding of the different species
distribution enabled by molecular tools, has set up conditions for the disease (re)emergence (Scholz and

Kuchta, 2016).

D. latum and D. nihonkaiense are the first and
second most-frequent fishborne tapeworms, with
a total of 10 to 20 million estimated global cases
and more than 2,000, respectively. Both, together
with D. dendriticum (= 1,000 cases) are freshwa-
ter species, with freshwater fish and salmonids as
second intermediate hosts (reviewed in Scholz and
Kuchta, 2016). The knowledge of fish tapeworms’
life cycle relies mostly on the well-studied, freshwa-
ter species. For marine species, marine mammals
are known to be the definitive hosts; therefore it
is assumed that marine copepods serve as the
first intermediate hosts and marine fishes as the
second intermediate hosts (Kuchta et al., 2015b).
Humans get the infection when they eat raw or
underprocessed fish or fish products that harbor
the infective plerocercoids.

Among marine tapeworms, A. pacificus and Diplogonoporus balanopterae must be highlighted be-
cause of their importance in public health. A. pacificus (formerly known as Diphyllobothrium pacificum)
is a parasite of otariids (fur seals and sea lions), of which twelve families of marine fish are known to
be second intermediate hosts (Scholz and Kuchta, 2016). It has been reported from humans (and also
dogs) who feed on raw or undercooked marine fish (Kuchta et al., 2015b), with approximately 1,000
cases in the last seven decades (Kuchta et al., 2015a). It is widely distributed in its host type, the otariids
(Herndndez-Orts et al., 2015), but human cases are mostly reported from the Pacific coast of South
America, with special mention to Peru. However, five recent cases detected in Spain, focus on its po-
tential expansion probably linked to international trading of marine fresh fish (transported on ice) from
endemic areas (Kuchta et al., 2014; Pastor-Valle et al., 2014). D. balanopterae, the causative agent
of the diplogonoporosis, is another cosmopolitan marine fish tapeworm, from different whale species.
Japanese anchovy (Engraulis japonica), Japanese sardine (Sardinops melanostictus), and skip- jack
tuna (Katsuwonus pelamis) are the recognized second intermediate hosts (Kino et al., 2002; Kuchta et
al., 2015b). Around 300 cases of human infection have been recorded, the vast majority from Japan

(Scholz and Kuchta, 2016). It is remarkable that four out of six cases diagnosed out of Japan were from
Spain (Clavel et al., 1997; Pastor-Valle et al., 2014).



2.2.3. Nematodes

Few fish nematodes are considered to cause emerging zoonoses; those that pose a risk to human health

are anisakids (Anisakidae family) and members of Gnathostomatidae (Gnathostoma and Echincephalus

genera).

The latter, just briefly mentioned, caused
the so-called gnathostomiasis, linked to the
consumption of raw or undercooked brack-
ish or freshwater fish and amphibians and
mainly reported in Southeast Asia, Central
and South America (Herman and Chiodini,
2009). It produces allergic reactions and
clinical disease that presents with nauseq,
vomiting, and abdominal pain. Larval sub-
cutaneous migration produces inflammatory
swelling (cutaneous disease) and may result
in the penetration of other fissues and viscera
(visceral disease) with more severe pathol-
ogy; although rare, even the affection of
the nervous system can occur, being fatal

(Herman and Chiodini, 2009).

Family Anisakidae (Nematoda, Rhabditida)
comprises eight parasitic genera of marine
nematodes: Anisakis spp., Contracaecum
spp., Mawsonascaris spp., Phocascaris spp.,
Pseudoterranova spp., Pulchrascaris spp,
Terranova spp., and Sulcascaris spp. From
those, members of the genera Anisakis,
Contracaecum, and Pseudoterranova,
included species that are zoonotic, causing
the disease known as anisakidosis (Ange-
les-Herndndez et al., 2020). The specific
term anisakiosis refers to the pathology
caused only by members of Anisakis genus,
mainly Anisakis simplex sensu lato (s.l.),
which comprises, Anisakis simplex sensu
stricto (s.s.) and Anisakis pegreffii, and, very
rarely, Anisakis physeteris. These species are
responsible for the vast majority of clinical

cases caused by anisakids (Adroher-Auroux
and Benitez-Rodriguez, 2020).

Anisakis spp., and anisakiosis, are explained in depth in the upcoming specific section for the following
reasons, according to this thesis topic: (1) are cosmopolite parasites, with worldwide distribution; (2) it
is the only marine fishborne parasite genus that includes species present in the Mediterranean basin,
with autochthonous human cases in Mediterranean countries; and (3) it is considered to be an emerging
disease of great concern worldwide among those transmitted through fish consumption (Mattiucci et al.,

2013; Angeles-Hernc’:ndez etal., 2020).
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2.3. ANISAKIS SPP.

2.3.1. Life cycle

Anisakis spp. has a complex life cycle, involving several hosts. Reproductive adults are located in the
gastric chambers of marine mammals (Angeles-Hernéndez et al., 2020). Eggs are eliminated with
feces into the seawater, where they embryonate. Some authors consider that the stage which emerges
from the egg is the second- stage larva (L2), while others consider it is already the third-stage larva (L3)
still maintaining the L2 sheat (Kaie et al., 1995; Mladineo et al., 2023). These free-swimming larvae
are ingested by the first intermediate host, mainly euphausiids, pass through their digestive system,
lose the L2 sheat and establish in the coelom cavity. Here, L3 larvae grow until reaching the infective
size (Aibinu et al., 2019). The second intermediate host, generally considered a paratenic host, is
fish or squid that prey on these infected euphausiids. Here, larvae are thought to be in paratenesis
(Trumbi¢ et al., 2021) until reaching the definitive host. Marine mammals acquire the infection when
feeding on these paratenic hosts. Finally, in the definitive host, the L3 experiments two moults until
reaching the adult stage (Aibinu et al., 2019). Accidental transmission to humans occurs when eating
raw or undercooked seafood (Ahmed et al., 2016) (Figure 5).

2.3.2. Epidemiology

As stated above, the majority of diagnosed cases are caused by sibling species of the A. simplex s.I.
complex, i.e., A. simplex and A. pregreffii. However, most of the clinical diagnoses rely only on mor-
phological, sometimes histopathological, identification, with cannot provide accurate differentiation
between different species from Anisakis genus. Only in 7% of the reported cases it has been specified
that somewhat molecular identification was performed (Shamsi and Barton, 2023). Therefore, clinical
cases are usually attributed to Anisakis spp., in general.

Figue 5. Anisakis spp. life cycle scheme. 1) The definitive host (marine mammal) ingests the paratenic host harboring the infective L3, which
develop into reproductive adults. 2) Unembryonated eggs are released with the feces. 3) Eggs embryonate in water (L1-L2/13). 4)
Eggs hatch releasing the free- swimming L2/13. 5) L2/13 are ingested by the first intermediate host (euphausiid) and develop in the
coelom. 6) The euphausiid containing the infective L3 is preyed by a paratenic host (fish or squid). L3 migrate and remain infective in
its tissues. 7) Accidental transmission to humans. L3 cannot further develop. Created with BioRender.com.



(Ahmed et al., 2016). Several marine fish species have been identified to be hosts for Anisakis

spp., indicating the low specificity of these parasites (Rahmati et al., 2020). Epidemiological
studies provide important information that can be used in risk assessment, concerning the most common
fishes affected in each geographical areq, the prevalences detected on them, and the Anisakis species
identified. The comprehensive review conducted by Rahmati et al. (2020) found that Anisakis larvae
were more prevalent in fish from five families, namely Lophiidae, Trichiuridae, Zeidae, Merlucciidae,
and Gadidae. These authors also assessed the geographical risk, identifying the following high-risk
regions: North and Northeast Atlantic Ocean, Southwest of the USA, West of Mexico, South of Chile,
East of Argentina, Norway, UK, and West of Iceland (99% confidence) (Figure 6).

l l umans get the infection through the consumption of raw or undercooked marine fish and squid

Figue 6. High-risk hot spots for Anisakis spp. in fishes. Source: Rahmati et al. (2020).

Concerning Anisakis species geographical distribution (both in definitive and intermediate hosts), A.
simplex s.s. and A. pegreffii show different patterns. A. simplex s.s.is the most predominant species in
the North Atlantic and North Pacific regions, while A. pegreffii is predominant in central and southern
regions, highlighting the Mediterranean Sea. They are overlapping in some areas, like on the Northeast
Atlantic coast of the Iberian Peninsula where coinfection occurs (Figure 7). Hybrids of both species
have been largely detected, too (Mattiucci et al., 2018).

Number of reported cases of human anisakiosis is higher in countries with high per capita fish consumption
and with culinary habits involving typical dishes based on raw or undercooked fish (Puente et al.,
2008). Japan is the most affected country, followed by Spain, South Koreq, Italy, and the USA (Shamsi
and Barton, 2023). However, some authors agree on that anisakiosis is infra-diagnosed (Shamsi and
Sheorey, 2018; Seal et al., 2020), as predictive models for risk assessment seem to support. For
example, in Spain, the number of annually reported cases is over 150 (Herrador et al., 2019), while a
predictive model based only on anchovies consumption in the same country estimated 8,000 cases/
year (Bao et al., 2017). Anisakiosis mimics the symptomatology of other gastrointestinal pathologies.
This fact, together with the lack of formation among medical professionals in this parasitic disease, leads
them not to include it in the possible differential diagnosis; this results not only in underdiagnoses but
also in misdiagnosis (Moschella et al.,, 2004; Ramos et al., 2005; Shibata et al., 2014; Shamsi and
Barton, 2023).
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Figue 7. Anisakis species geographical distribution in the definitive hosts (circles) and intermediate/paratenic hosts (triangles). Source:
Mattiucci et al. (2018).
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2.3.3. Anisakiosis

Humans act as accidental hosts for Anisakis spp. The clinical illness results from the tissue damage
caused by the ingested larvae when they attach to the gastric and occasionally intestinal mucosa.
Different clinical manifestations have been reported (Adroher-Auroux and Benitez-Rodriguez, 2020):

¢ Gastric: is the most common presentation of anisakiosis and it is due to the larval attachment to the
gastroduodenal mucosa. The onset takes place after two to six hours post-ingestion of the larvae and
runs with epigastric pain, nausea, vomiting, diarrhoea, and urticaria. Symptoms remain while larvae
are still alive.

* Intestinal: in this presentation, symptoms do not appear until day two or three and it is characterized by
severe abdominal pain that can be accompanied by nausea, vomiting, or diarrhoea. Occasionally it
can become chronic, with the formation of granulomas or abscesses.

¢ Extraintestinal anisakiosis, although rare, can occur if larvae manage to pass through the gastric wall
and migrate fo different organs causing specific symptomatology.

On the other side, gastroallergic anisakiosis is a recognized entity consisting of an acute IgE-mediated
allergic response, characterized by urticaria, angioedema, or even severe anaphylaxis, that arises
about 24 h after acute infection with live larvae and that is usually accompanied by mild gastric or
abdominal symptoms (Daschner and Pascual, 2005). In addition, allergic anisakiosis associated with
Anisakis sensitization, mainly chronic urticaria, has been frequently reported (Daschner et al., 2013).
Currently, it still remains unclear if dead larvae, from previously frozen or adequately cooked fish, can
trigger itself an allergenic response (Audicana et al., 2002; Alonso-Gémez et al., 2004; Daschner et
al., 2012). To date, there are as far as fourteen recognized larval allergens (Mattiucci et al., 2017), with
at least seven of them being excretory/secretory products (D’Amelio et al., 2020).

In recent years, allergic anisakiosis cases have
increased, with an estimated global prevalence
of 23.1% and the highest rates in Portugal, Norway,
and Spain (Rahmati et al., 2020). A. simplex s.s. is
considered to be the most implicated species in
allergic anisakiosis (lvanovié¢ et al., 2017), but
also A. pegreffii is known to cause allergic reactions,
for example in Italy (Mattiucci et al., 2013). In this
country, marinated anchovies are the most common
fish source of allergic anisakiosis (AAITO-IFIACI
Anisakis consortium, 2011).

The diagnosis is mainly based on clinical manifestations together with patient history reporting the
consumption of raw or undercooked fish. However, unspecific symptomatology can lead to misdiag-
nosis (Shimamura et al., 2016). Upper endoscopy is the definitive method to diagnose gastric anisakiosis
(Bucci et al., 2013). Intestinal anisakiosis is more frequently misdiagnosed as appendicitis, peritonitis, or
intestinal obstructions. Also, the difficulty of using upper endoscopy may lead to the need for exploratory
laparotomy (Takei and Powell, 2007). Serological assays can be useful especially for allergic anisakiosis,
although antigenic cross-reactivity can hamper the diagnosis (Ubeira, 2014).

Treatment is based on the removal of the alive larvae, either by upper endoscopy, colonoscopy, or
during surgical intervention (Audicana et al., 2007). Drug therapy based on antihelmintics is not
effective (Shimamura et al., 2016).



2.3.4. Prevention and control

Different strategies must be combined to avoid or reduce the risk of ingesting alive larvae of Anisakis
through the consumption of raw or undercooked fish products.

Epidemiological studies are a key step in assessing health risks in foodborne parasitic diseases. For
anisakiosis, the cosmopolitan distribution of the nematode and its complex life cycle involving several
hosts, together with international commercial trade of fishery products, hampers its prevention. Howev-
er, anisakiosis risk can be considered negligible for farmed-raised species, as the life cycle cannot be
completed because of feeding with extruded feed and net pens (Fioravanti et al., 2021; Gonzdlez et
al., 2020).

The easiest but most effective strategy is to instruct people on the need to avoid the consumption of fish
or fish products that have not been adequately cooked or frozen. Anisakis larvae inactivation occurs
when cooking fish at 60 °C for at least one minute or by freezing at -20 °C for 24 h (Gonzélez et al,,
2020). These prevention measures for the general population have been translated into recommenda-
tions made by public health agencies and experts for specific sectors (e.g., the seafood industry), and
finally, on legislation. In the European Union, freezing (< -20 °C, for at least 24 h) is mandatory for
fishery products in the following cases: (1) those products intended to be eaten raw or undercooked;
(2) fishery products of some species, namely herring, mackerel, sprat, and Atlantic and Pacific wild
salmon, when cold smoking (< 60 °C) is the only treatment; and, (3) pickled or salted fishery products
(Regulation (EC) No 853,/2004).

2.3.5. Current state of research and future directions

There are some aspects of Anisakis that have been widely studied, like taxonomy and phylogeny or
epidemiological aspects. However, there are other several aspects for which the existing knowledge
is still scarce, hampering biomedical research toward effective diagnosis and treatment. To date, the
absence of a highly sensitive, specific, and easy-applying diagnostic technique and the unawareness
of the professional medical staff in some regions have led to the infra-diagnosis of anisakiosis (Herrador
et al., 2019; Seal et al., 2020). Additionally, the lack of drug targets explains the absence of effective
medical treatment, now relying more on prevention (EFSA, 2010). Moreover, the comprehension of the
pathogenic mechanisms, including a potential tumorigenic effect (Eskesen et al., 2001; Mineta et al.;
2006), as well as the differential pathogenic potential between species, is still in its infancy (Cavallero

etal., 2022a).

In recent years, advances in high-throughput sequencing as well as bioinformatics, in combination with
in vitro and in vivo studies, have pushed a variety of —omic studies resulting in increased knowledge of
different biological aspects of Anisakis (host-parasite interaction, physiopathological pathways, pathogenic
mechanisms or allergen identification and characterization). This basic research is still developing and
has the potential to be translated into applied biomedical research focused on the diagnosis, treatment,
and prevention of anisakiosis. For example, identifying potential new drug targets or identifying new
molecules that can serve as infection markers (D’Amelio et al., 2020; Cavallero et al., 2022a).

Alive Anisakis nematodes, mostly infective L3, isolated from naturally infected fish have been the main
biological material used in the different studies. However, relying on environmental sources can be
limiting because of their availability and the developmental stage needed (Mladineo et al., 2023).
The setting up of a reliable protocol for in vitro culture of zoonotic nematodes is an efficient tool for
providing higher numbers of different developmental stages, more homogenous populations, and/or
enabling long-term survival of experimental specimens, which are necessary conditions for some protocols
(Knox et al., 2007; Cheong et al., 2021). Therefore, sometimes research must focus on filling gaps in
basic knowledge, for example, parasites in vitro life cycles, to better pursue translational research.



MARINE FISH AS CARRIERS OF EMERGING
WATERBORNE UNICELLULAR PARASITES

3.1. EMERGING WATERBORNE UNICELLULAR PARASITES

Waterborne diseases occur worldwide due to the contamination of drinking water or by the accidental
ingestion of contaminated bathing or recreational waters, including natural water bodies and pools
(Karanis et al., 2007). Among parasites, protozoa are the most important group. They are found con-
taminating several water sources worldwide, increasing the risk of waterborne protozoan outbreaks.

Although most of the recorded outbreaks are caused by Cryptosporidium and Giardia, many other protozog,
including amoebas, ciliates, and other sporozoans, are transmitted through contaminated water and
have been identified as causative agents of waterborne outbreaks (Plutzer and Karanis, 2016) (Figure 8).
Microsporidia are generally included in this group of waterborne protozoa. However, their taxonomical
classification has been controversial for decades and they have been finally recognized as fungi (Adl et
al., 2019). Similarly occurs with Blastocystis sp. This parasite belongs to the Heterokonta -or Strameno-
piles- phylum, one of the major divisions within the Eukaryota. Traditionally, Heterokonta members have
been considered within the protist kingdom, but some current classifications, mainly Catalogue of Life,
consider them info a recent new kingdom, namely Chromista (Ruggiero et al., 2015). Therefore, we prefer
to refer herein as waterborne unicellular parasites, instead of waterborne protozoa. More precisely,

as emerging waterborne unicellular parasites (EWUP), as most of the aforementioned parasites are
considered to be emergent (NIAID, 2018).

Figue 8. Main emerging waterborne unicellular parasites (EWUP). Created with BioRender.com.
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our major reviews have revised and compiled the overall of waterborne outbreaks registered

worldwide since the beginning of the last century, which can be attributed to EWUP (Karanis

et al., 2007; Baldursson and Karanis, 2011; Efstratiou et al., 2017; Ma et al., 2022). It is

worth noting that the number of outbreaks has significantly increased over the years. Karanis
etal., (2007) reported 325 outbreaks during a period encompassing almost a century. The first register
was during the First World War, then a leap until the late 40s and 50s, and, finally, most of the cases
were recorded from the last decades of the century. Baldursson and Karanis (2011) found as far as 199
outbreaks reports caused by EWUP during the short time span between 2004 and 2010; Efstratiou et
al. (2017) recorded 381 outbreaks in an even shorter period (2011-2016); finally, Ma et al. (2022)
registered 251 outbreaks from 2017 to 2020 (although they included outbreaks occurred before 2017
but later published, and therefore not included in the previous reviews).

Waterborne outbreaks are linked to sanitary
deficiencies, mainly lack of water sanitization,
and therefore more likely to affect poor
regions. Also, the impact of these waterborne
diseases is of greater magnitude in devel-
oping countries (Yongsi, 2010; Kotloff et
al., 2013; Siwila et al., 2020). However,
the vast majority of EWUP outbreaks are
reported in developed regions; America
(especially the USA) and Europe (mainly
the UK and Ireland), have registered the
high number of outbreaks in the most recent-
ly assessed years, although Australia was
leading the ranking during some previous
years (Karanis et al., 2007; Baldursson and
Karanis, 2011; Efstratiou et al., 2017; Ma et
al., 2022). This does not necessarily reflect
the reality and it is more likely due to the
surveillance programs and agencies exist-
ing only in developed countries (Efstratiou
et al., 2017), together with the availability
of appropriate and sensitive diagnostic
methods (Adeyemo et al., 2018).

Over the years, most of the EWUP outbreaks have been attributed to Cryptosporidium spp., followed
by Giardia duodenalis. During the 2017-2020 period, they accounted for 76.49% and 19.12% of the
total outbreaks, respectively (Ma et al., 2022). The remaining percentage is shared among all other
EWUP. Cryptosporidium and Giardia are well-studied parasites that are easily transmissible due to
their monoxenous life cycles, their zoonotic potential, and the high environmental resistance of their
infective forms, being even resistant to industrial water treatments like chlorination (Karanis et al., 2007;
Samarro Silva and Sabogal-Paz, 2021). These facts could contribute to explaining their presence and
role as waterborne pathogens in developed countries and not only in poor regions where raw and
untreated water is used for drinking, cooking, and bathing (Yongsi, 2010; Siwila et al., 2020).

Several other EWUP share these characteristics, but they have received little attention and seem to be
underrepresented. Because of that, some authors consider them neglected (Plutzer and Karanis, 2016)
and argue that inattention and the lack of rapid and sensitive diagnostic techniques to recover and
detect the environmental forms of these parasites could be responsible for their underreporting (WHO,
2004). Fortunately, during the last few years, some improvements have been made in the detection
of some of these neglected EWUP (Plutzer and Karanis, 2016), so reports should start to be more
representative in the near future.



3.2. PRESENCE IN MARINE ENVIRONMENT

Natural body waters can be also contaminated with EWUP through different sources like urban, subur-
ban, and agricultural surface run-off or sewage contaminated by infected humans and/or animals, both
domestic (pets and livestock) and wildlife. Not only freshwater bodies are affected, but also the coastal
and marine environment, where some of these parasites are known to parasitize and cause disease in
different marine mammal species. Moreover, several shellfish are recognized to filtrate and accumulate
some of these EWUP, posing a risk to human health (Fayer et al., 2004). There is also a potential risk from
recreational bathing in coastal environments, even more, if we take into account that it has been demon-
strated that the (0o)cysts of some of the main EWUP (Cryptosporidium, Giardia, and T. gondii) are able to
resist the salinity (Brown et al., 1999; Nasser et al., 2003; Lindsay and Dubey, 2009). However, to date,
among the outbreaks associated with recreational waters, none of them have been reported as having the
origin in a seawater source (i.e., coastal, estuarine, or marine aquatic environments).

Although reports on EWUP presence in marine waters are scarce, some examples are found in the
literature. Cryptosporidium and, to a lesser extent, Giardia, have been reported from different coastal
environments (Robertson, 2007; Graczyk et al., 2010; Cristiane Pinto et al., 2020; Vieira et al., 2022).
Some recent reports exist also for Blastocystis (Koloren et al., 2018; Vieira et al., 2022), the zoonotic
microsporidian Enterocytozoon bieneusi (Graczyk et al., 2010), or some amoebas, namely Entamoeba
(Vieira et al., 2022) and the free living Acanthamoeba spp. (Latifi et al., 2020; Salahuldeen et al., 2020).

Conversely, there are a large number of studies
on the presence of EWUP in marine shellfish,
highlighting the important role that shellfish play
as centinels in monitoring marine environment
contamination (Lucy et al., 2008). Most of the
reports are from Cryptosporidium, Giardia, and
T. gondii (Moratal et al., 2020), but other studies
reported also the presence in molluscan shellfish
of C. cayetanensis (Aksoy et al., 2014), microsporid-
ia (Lucy et al., 2008), and Blastocystis (Martinez-
Barbabosa et al., 2017).

3.3. POTENTIAL ROLE OF MARINE FISH IN TRANSMISSION

In recent years, this knowledge on EWUP entering marine ecosystems has enhanced the question about
the possibility of other marine organisms, mainly fish, acting either as hosts or mechanical carriers for
these parasites of terrestrial origin. Similar to the way in which molluscan shellfish filter the seawater and
retain the parasitic forms, fish can get them during feeding, then reach the digestive system, or during
breathing, being retained in gill filaments.

The role of fish as potential actors in EWUP life cycles has been studied only for Cryptosporidium spp.,
G. duodenalis, and T. gondii, relying on freshwater experimental models (review in Moratal et al.,
2020). During the 90s, experimental infections were performed to ascertain if fish (aquarium fish and
rainbow trout) could be truly infected by Cryptosporidium parvum (Arcay et al., 1995; Graczyk et al.,
1996; Freire-Santos et al.,, 1998). These studies showed contradictory and not conclusive results, but
they presented several limitations, such as the absence of molecular characterization, the use of dif-
ferent host species, and the employment of different analytical methods. An attempt at G. duodenalis
experimental infection in zebrafish (Danio rerio) was also conducted and seemed to indicate that a
true infection cannot be achieved (Tysnes et al., 2012). Finally, experimental infections for T. gondii
were also performed. Omata et al. (2005) did not succeed in establishing the infection in the goldfish
(Carassius auratus), while Sanders et al. (2015) were able to establish a successful acute infection in
zebrafish. Akin to Cryptosporidium, the results were contradictory, but these studies used different species,
different inoculation sites, and different methods of analysis. However, for T. gondii there are other
evidences that suggest primary infections in fish (Taghadosi et al., 2010; Yoshida et al., 2020).

149



The question of whether fish could be infected by these parasites remained unclear. However, even if
fish are acting only as mechanical carriers, they can still be a source of infection for humans, through
seafood consumption, like shellfish are (Moratal et al., 2020). Therefore, epidemiological studies on
cultivated and wild fish aiming to detect the presence of these parasites are of high importance for
public health.

Some molecular epidemiological surveys have been conducted to detect the presence of zoonotic
Cryptosporidium species, G. duodenalis, T. gondii, and Blastocystis sp. in fish (Gantois et al., 2020;

Moratal et al., 2020; Rauff-Adedotun et al., 2022). However, information is still scarce, specifically
concerning marine fish (Table 1).

Table 1. Studies performed on marine fish targeting emerging waterborne unicellular parasites (EWUP).
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Il INTRODUCCION

1.1. GENERALIDADES DE LAS HELMINTOSIS

El término helminto deriva del griego helmins (“gusano parésito”) y originariamente hacia referencia
al aspecto de verme (gusano) caracteristico de las fases adultas de estos pardsitos. Dentro de este
grupo de organismos existen dos filos principales con interés médico: Platyhelminthes y Nematoda.
A su vez, los platelmintos se subdividen en dos clases: Cestoda (cestodos) y Digenea (trematodos)

(McVeigh, 2020).

Tradicionalmente, la clasificacién y diagnéstico de los helmintos se ha basado en su morfologia,
movilidad y caracteristicas de sus ciclos biolégicos. Los métodos diagnésticos varian en funcidn
del pardsito. En las helmintosis intestinales, la observacién macroscépica y/o microscépica del
pardsito eliminado por heces suele ser habitual y necesaria; sin embargo, en las helmintosis de érganos
profundos, aunque en ocasiones se puede realizar el examen microscépico de una muestra del tejido
afectado, suelen presentar una mayor complejidad. Debido a esto, las técnicas indirectas, principalmente
de imagen y seroldgicas cobran una mayor importancia y son necesarias para el correcto diagnéstico
de estas enfermedades (Prats, 2012).

Las enfermedades ocasionadas por helmintos se pueden clasificar por sus caracteristicas epidemiolégicas
en: desatendidas, importadas, autéctonas y emergentes/reemergentes, cada una de ellas con distintos
requerimientos diagnésticos.

Las helmintosis desatendidas estén ligadas a pobreza y se localizan en regiones poco desarrolladas
del planeta, principalmente en zonas tropicales y subtropicales, donde suponen un grave problema
de salud publica para los paises que las padecen (World Health Organization, 2010). En estos
casos existe la necesidad de desarrollar sistemas diagnésticos precisos y sensibles aplicables en
zonas de bajos recursos. Son precisas herramientas diagnésticas que permiten el cribado masivo de
grandes regiones endémicas en estas parasitosis tanto para el control, la vigilancia y la eliminacién
de estas enfermedades (World Health Organization, 2010).

Las helmintosis importadas son aquellas que no
existen a nivel endémico en Espafa, pero afectan
a sus habitantes, ya sea debido a viajes a regiones
afectadas o fenémenos migratorios (Vilajeliu
Balagué et al., 2014). Este grupo de enferme-
dades pueden ser complejas de diagnosticar y
los sistemas diagndsticos podrian presentan un
mayor grado de desarrollo y sofisticacién que
en el caso de las enfermedades desatendidas.
Los recursos sanitarios empleados pueden ser
superiores ya que se realizan, fundamental-
mente, en centros de referencia, al no formar
parte de la rutina diagnéstica.

Las helmintosis autéctonas son aquellas que presentan un mayor grado de desarrollo en el diagnéstico y
comprensién de la patologia. En este grupo es necesario continuar con una vigilancia epidemiolégica,
que permita conocer la situacién real de la enfermedad, y tomar las medidas preventivas y de salud
pUblica pertinentes.

Finalmente, las enfermedades infecciosas emergentes/reemergentes son aquellas ocasionadas por
un agente infeccioso recientemente identificado y anteriormente desconocido, capaz de causar
problemas en salud pdblica a nivel local, regional o mundial o aquellas que ya existian, pero han au-
mentado rdpidamente su incidencia (Morse, 1995). En el caso de las helmintosis, el enfoque diagnéstico
dependerd de las condiciones de la emergencia y del patégeno implicado.



1.2. HELMINTOSIS OBJETO DE ESTUDIO

De las veinte entidades descritas como Enfermedades Tropicales Desatendidas, del inglés Neglected
Tropical Diseases (NTDs) por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), once se corresponden con
enfermedades de origen parasitario, siendo ocho de ellas enfermedades producidas por helmintos:
dracunculiosis, equinococosis, frematodosis transmitidas por alimentos, filariosis linfaticas, oncocercosis,
esquistosomosis, geo-helmintosis y teniois/ cisticercosis. La hoja de ruta de la OMS para 2021-2030 es-
tablece objetivos ambiciosos para abordar el control y eliminacién de muchas de estas enfermedades de
forma integrada, siendo la quimioterapia preventiva, una de las herramientas principales (World Health
Organization, 2020a). La presente tesis doctoral se ha centrado en el estudio de dos de estas helmintosis
desatendidas: teniosis/cisticercosis e hidatidosis. Ademds, también hemos incluido la loasis por su
importancia a la hora de tomar decisiones en cuanto a la aplicacién de tratamiento a la poblacién
frente a oncocercosis.

Con respecto a las helmintosis importadas
y emergentes, se ha estudiado la gnatho-
stomosis y la angiostrongilosis, ya que, en
nuestro pais, actualmente, existen casos
importados de gnathostomosis y ademds
existe riesgo de emergencia de casos de
angiostrongilosis (Delgado-Serra et al.,
2022; Herman and Chiodini, 2009; Mar-
tin-Alonso et al., 2015).

Las principales caracteristicas de estas enfermedades parasitarias seleccionadas son:

1.2.1. Nevurocisticercosis

La neurocisticercosis (NCC) se produce en el humano por la ingestién accidental de los huevos del
cestodo Taenia solium Linnaeus, 1758. Es la enfermedad parasitaria mds comdn del sistema nervioso
central a nivel global (Bazan et al., 2016). Taenia solium pertenece a la clase Cestoda, orden Cyclo-
phyllidea, familia Taeniidae (Schoch et al., 2020). El cisticerco, o fase larvaria de T. solium, también
recibe el nombre de Cysticercus cellulosae.

1.2.1.1. Ciclo biolégico

A diferencia de la teniosis, donde el ser humano participa como hospedador definitivo, en
la cisticercosis el ser humano actéa como hospedador intermediario al ingerir accidental-
mente huevos de origen exdgeno, o bien si un individuo infectado regurgita los huevos a
los tramos superiores del intestino delgado o al estémago. Los huevos eclosionan en el tubo
digestivo liberando las oncosferas. Estas atraviesan la pared intestinal y alcanzan por via
hemdtica diversos tejidos, donde dan lugar a cisticercos similares a los que se encuentran
en el hospedador intermediario habitual (el cerdo). Segin la localizacién de los cisticercos,
distinguimos, cisticercosis subcutdneaq, cisticercosis ocular y neurocisticercosis (NCC), en la
presente tesis nos centraremos en esta Ultima. En la NCC, la localizacién de los cisticercos es
cerebral, llegando a alcanzar un tamafo aproximado de 5-8 mm o incluso mayor. Taenia
solium es la Unica especie de tenia que produce neurocisticercosis en humanos (Garcia et
al., 2020; Prats, 2012). Aunque algunos autores sugieren que Taenia asiatica también pudiera
tener ese potencial (Galdn-Puchades and Fuentes, 2013).
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Figura 1. Ciclo bioldgico esquematizado de la especie Taenia solium causante de neurocisticercosis. llustracién creada con Biorender®.

1.2.1.2. Manifestaciones clinicas y patogénesis

La enfermedad se presenta habitualmente en forma de convulsiones ténico-clénicas generalizadas
o epilepsia parcial (Carabin et al., 2011; Del Brutto and Garcia, 2013). Es una de las parasitosis
con afectacién del sistema nervioso central més frecuentes, asi como una de las causas prevenibles
de epilepsia a nivel mundial (Raibagkar and Berkowitz, 2018). En las regiones endémicas, es
la causa de uno de cada tres casos de epilepsia (Brizzi et al., 2016; Garcia et al., 2020; Melki
et al., 2018; Rajshekhar, 2018; Singhi et al., 2018). Las manifestaciones clinicas y patogenia
difieren segin la localizacién de los cisticercos en el SNC (intra o extraparenquimales), el
nimero de quistes (Unico o mdltiples) y la viabilidad de los cisticercos (viables, degenerados o
calcificados). Las formas de NCC con presencia de quistes intfraparenquimales son las que
presentan, con mayor frecuencia, crisis epilépticas; mientras que la presencia de quistes
extraparenquimales (principalmente subaracnoideos o intraventriculares), se ha asociado a
una mayor morbilidad y mortalidad (Garcia et al.,, 2020). En contraposicién, también se ha
descrito la presencia de cisticercos a nivel de tejido cerebral completamente asintomdticos,
ya sea por hallazgos incidentales o en autopsias (de Almeida and Torres, 2011; Teerasukjinda
et al., 2016). La combinacién de todos estos factores, asi como la respuesta inmune del hospe-
dador condicionan las manifestaciones clinicas, que son poco especificas, y pueden variar
desde parestesias, anestesia localizada, afasia, hidrocefalia, vasculitis, amnesia, siendo la
mds comUn, la ya citada, epilepsia (Del Brutto and Garcia, 2013).

Los cisticercos viables han mostrado mdltiples mecanismos de evasién de la respuesta inmune,
entre ellos, cabe destacar la secrecién de moléculas capaces de bloquear al sistema de comple-
mento, modificar la respuesta celular, aumentar las células T reguladoras, neutralizar el efecto
de inmunoglobulinas. Algunas de las moléculas implicadas serian: proteasas, inhibidores de
proteasas, factores de inmunosupresién y otras moléculas similares a paramiosina, proteogli-
canos sulfatados, prostaglandinas E2, taeniaestating, y neuropéptidos como la sustancia P o
la somatostatina (Garcia et al., 2020; Khumbatta et al., 2014).



1.2.1.3.

En el ser humano se induce la sintesis de anticuerpos especificos (IgG), aunque su produccién
depende de las caracteristicas de los cisticercos (localizacién, nimero y viabilidad). En una
etapa mds avanzada de la infeccién, algunos pacientes pueden desarrollar una respuesta
granulomatosa que resulte en la destruccién del parésito, el cual se calcifica en un periodo
de dos a siete afios. Cuando se observa una o més calcificaciones, sin ninguna otra lesién
en otra fase, se describe como NCC inactiva (Becerril, 2014). En la mayoria de los casos,
la respuesta inmunitaria es leve y crénica, por lo que no se destruye al parésito, pero se produce
afectacién de los tejidos adyacentes, ocasionado vasculitis, fibrosis y astrogliosis. En el caso de
cisticercos en degeneracién, cuando los mecanismos de evasién de la respuesta inmune de los
cisticercos no son efectivos, pueden desencadenar una intensa reaccién inflamatoria. Este es el
motivo por el que el tratamiento farmacoldgico debe realizarse bajo supervisién médicq,
preferiblemente en un centro hospitalario.

Epidemiologia

La neurocisticercosis es la causa mds frecuente de epilepsia prevenible a nivel mundial y supone
el 30% de los casos de epilepsia en paises endémicos. La carga de la enfermedad global se
ha estimado en 1,61 millones de afios de vida ajustados por discapacidad (DALY, Disability
Adjusted Life Years) en 2017 (GBD 2017 DALYs and HALE Collaborators, 2018; World Health
Organization, 2020b).

La cisficercosis es endémica en zonas rurales de Asia, Africa Subsahariana y América Latina
(Devleesschauwer et al., 2017; Garcia et al., 2020; Melki et al., 2018). Debido a la variabilidad
en los estudios epidemioldgicos, la falta de obligatoriedad en la notificacién de los casos en
muchos paises y el miedo a la estigmatizacién, no es posible establecer el nimero de casos de
manera rigurosa.

En Estados Unidos, la cisticercosis es
mayoritariamente una entidad importada,
asociada a inmigracién, con un incre-
mento de los casos en los dltimos afios
(Spallone et al., 2020). Lo mismo sucede
en Europa, donde incluso se discute la
posible reemergencia de la cisticerco-
sis/neurocisticercosis  (Abraham et al,,
2020; Del Brutto, 2012; Devleesschauwer
et al., 2017). La mayoria de los casos
en la regién europea son importados
debido a fenémenos migratorios, aunque
Unicamente Hungria, Islandia y Polonig,
presentan un sistema obligatorio de no-
tificacién de casos, por lo que el nimero
total de casos en Europa podria estar
subestimado. En el periodo de tiem-
po comprendido entre los afios 2000 a
2016, se han reportado 3489 casos en
Europa, siendo Espafia el pais con mayor
nimero (2116), seguido de ltalia (832),
Portugal (357) y Suiza (176) (Abraham et
al., 2020).
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1.2.1.4. Diagnéstico

El diagnéstico de la neurocisticercosis es complejo, ya que requiere de la combinacién de
una serie de técnicas diagndsticas y evidencias clinicas y epidemiolégicas para establecer
un diagnéstico definitivo (Del Brutto et al., 2017). Las técnicas de neuroimagen van a ser
esenciales en el diagnéstico de la NCC, aportando informacién acerca de la localizacién,
ndmero y viabilidad del pardsito. Entre las principales técnicas de neuroimagen cabe destacar la
tomografia computarizada (TC) y la resonancia magnética nuclear (RMN) cerebral (Del Brutto
etal, 2017).

Las técnicas de inmunodiagnéstico basadas en la deteccién de anticuerpos y/o antigenos
permiten confirmar el diagnéstico de imagen. Se han comercializado test tanto de ELISA
como de Western blot para la deteccién de anticuerpos especificos, normalmente utilizando
antigenos crudos o parcialmente purificados del pardsito con valores limitados de sensibili-
dad y especificidad (Garcia et al., 2018b). La técnica de inmunoelectrotransferencia ligada
a enzimas empleando extractos antigénicos (glucoproteinas) purificados mediante afinidad
con lectina de lenteja (EITB-LLGP) es el método de referencia y mas fiable para la deteccidn
de anticuerpos especificos de T. solium en suero o en liquido cefalorraquideo, alcanzando
un 100% de especificidad y 98% de sensibilidad, en pacientes con dos o més cisticercos
viables (Tsang et al., 1989). Sin embargo, en pacientes con un solo cisticerco o lesiones
calcificadas, la sensibilidad se reduce (Proafio-Narvaez et al., 2002). También se han em-
pleado anticuerpos monoclonales para la deteccién de antigenos del cisticerco mediante
ELISA en muestras de suero o liquido cefalorraquideo. Estas técnicas suelen obtener buenos
resultados fundamentalmente en los casos de cisticercos viables ubicados en regiones ex-
traparenquimales y son especialmente Otiles para el seguimiento de la enfermedad una vez
instaurado el tratamiento. Los antigenos detectados son: HP10 (Fleury et al., 2007), B158/
B40 (Rodriguez et al., 2009) y TsG 10 (Corda et al., 2022).

En cuanto a las técnicas moleculares, se han empleado distintos tipos de PCR, convencional
(Herndndez et al., 2008) y cuantitativa a tiempo real (qPCR) normalmente sobre liquido
cefalorraquideo (Yera et al., 2011) y también en muestras de plasma (O’Connell et al.,
2020aq). Las técnicas moleculares, al igual que las de deteccién de antigeno, presentan
una mayor utilidad para el diagnéstico y seguimiento del tratamiento de los casos extrapa-
renquimatosos. La identificacién directa del pardsito tras la biopsia cerebral no es posible
en la mayoria de los casos, al no estar indicada la extraccién quirirgica de los cisticercos.
Ademds, este procedimiento invasivo no es una alternativa factible para el diagnéstico de
rutina ni el cribado epidemiolégico (Del Brutto et al., 2017). Sin embargo, los cisticercos ex-
traidos permitirian confirmar el diagnéstico mediante estudios posteriores por microscopia
y técnicas moleculares.

1.2.2. Hidatidosis

La hidatidosis quistica o equinococosis quistica (CE) es una zoonosis causada por la fase larvaria de
Echinococcus granulosus sensu lato, perteneciente a la clase Cestoda, orden Cyclophyllidea, familia
Taeniidae (Schoch et al., 2020), por lo que pertenece a la misma familia que el anterior parésito
comentado en la presente tesis doctoral (Taenia solium). La transmisién en humanos estd asociada al
contacto con perros en zonas rurales donde se da el ciclo doméstico del pardsito. Es una enfermedad
crénica que puede pasar desapercibida debido a su lento desarrollo y falta de sintomas. Espafia ha
sido histéricamente una regién endémica y aunque ha descendido mucho su incidencia, adn se siguen
diagnosticando casos (European Centre for Disease Prevention and Control., 2022; Herrador et al.,

2016).



1.2.2.1. Ciclo biolégico

El ciclo de vida de Echinococcus spp. es un ciclo zoondtico dependiente de la relacién dep-
redador-presa de dos hospedadores mamiferos. El parésito se mantiene en la naturaleza
por los hdbitos alimenticios carnivoros de los hospedadores definitivos (cénidos como el
perro, lobo, zorros...), y por los hospedadores intermediarios (ovejas, cabras, vacas...) los
cuales albergan el estadio larvario del pardsito (metacestodo o quiste hidatidico). El cesto-
do adulto se localiza en el intestino delgado de los canidos (Agudelo Higuita et al., 2016;
Salazar Schettino and Cabrera Bravo, 2014; Wen et al., 2019a; Woolsey and Miller, 2021),
donde se liberan los huevos que salen vehiculizados con las heces contaminando el medio:
pastos, verduras, agua, etc. (Salazar Schettino and Cabrera Bravo, 2014). Tras la ingesta de
los huevos por el hospedador intermediario, se libera la oncosfera (embrién hexacanto) que
penetra en la mucosa intestinal, difunde por via portal hasta el higado, pudiendo alcanzar
el pulmén a través de venas suprahepdticas. Ademds, puede difundir a cualquier local-
izacién via general una vez que supera el pulmén, aunque es menos frecuente. Finalmente,
a partir de la oncoesfera se desarrolla la forma larvaria o quiste hidatidico, de cuya capa
germinal surgen los protoescélices, fase infectiva para el hospedador definitivo, quien ad-
quiere la parasitosis al alimentarse de visceras de los hospedadores intermediarios. Cada
protoescélex dard lugar al estadio adulto en un periodo de 4 a 7 semanas en el hospedador
definitivo (Agudelo Higuita et al., 2016; Salazar Schettino and Cabrera Bravo, 2014). En el
caso de los humanos, se considera que estos son hospedadores accidentales o aberrantes,
ya que es altamente improbable que perpetien el ciclo (Agudelo Higuita et al., 2016). En
el humano los huevos ingeridos eclosionan en el tubo digestivo, liberando las oncoesferas
que siguen la misma ruta que la indicada para los hospedadores intermediarios, migrando
a diferentes érganos, donde pueden llegar a formar quistes hidatidicos, siendo el higado y
el pulmén las localizaciones mds habituales (Kern et al., 2017).

Figura 2. Ciclo biolégico esquematizado de la especie Echinococcus granulosus. llustracién creada con Biorender®.



1.2.2.2. Manifestaciones clinicas y patogénesis

La hidatidosis quistica es habitualmente asintomética, aunque presenta un periodo de incubacién
y una presentacién clinica variable en funcién del érgano implicado, la localizacién del quiste
en el propio érgano, el nimero de quistes, el tamafio y la integridad de la pared. Las principales
complicaciones se producen tras la ruptura del quiste, resultando en una infeccién de la zona
afectada, anafilaxia o diseminacién de protoescélices produciendo una hidatidosis secundaria.
El efecto de compresién del quiste de las zonas adyacentes es otro de los mecanismos por los
que el quiste puede ser sintomdtico (Agudelo Higuita et al., 2016). Los quistes pueden llegar a
crecer entre 1-50 mm por afio, o permanecer sin cambios durante afios (Brunetti et al., 2010).
A pesar de que las localizaciones més habituales son higado (69-75%) y pulmén (17-22%)
también se han descrito a nivel esplénico, renal, peritoneal, éseo y cerebral entre ofras (Kern et

al,, 2017).

Las manifestaciones clinicas de los quistes hepdticos se caracterizan por dolor abdominal,
dispepsia, fiebre o reacciones alérgicas, aunque la mayoria de los casos permanecen asin-
tomdticos durante afios. La complicacién mds frecuente es la ruptura del quiste en la cavidad
peritoneal. Esta puede resultar en un shock anafiléctico o un abdomen agudo, pudiendo
desencadenar la muerte del individuo (Kern et al., 2017; Wen et al., 2019a). De manera
similar, los quistes pulmonares se adquieren, generalmente, durante la infancia y perman-
ecen asintfomdticos hasta la edad adulta, o incluso se diagnostican de manera incidental
tras una exploracién radiolégica. La compresidén a nivel bronquial puede desencadenar
neumonia, atelectasias o una reaccién inflamatoria. La ruptura del quiste puede producir
expectoracién de componentes del quiste, membranas, vesiculas y fluido vesicular (vémical),
asi como rash urticarial con o sin fiebre y anafilaxia sistémica (Kern et al., 2017; Santivanez

and Garcia, 2010).

Como resultado de la liberacién de antigenos, se suele desarrollar inmunoglobulinas del tipo
IgE, formando parte de una respuesta predominante tipo Th2, con altos niveles de interleucina 5

(IL-5) (Wen et al.,, 20194a).

1.2.2.3. Epidemiologia

La hidatidosis es una enfermedad con una distribucién global: presenta una mayor prevalen-
cia en regiones rurales de Asia Central, China Continental, Europa del Este, asi como en los
paises del Este de Africa y América del Sur (Larrieu et al., 2019; Ohiolei et al., 2020; Wen et
al., 2019a). Se ha declarado su eliminacién en algunos paises insulares como Nueva Zelanda
(Craig et al., 2017). Segin el Gltimo informe epidemiolégico anual redactado por el ECDC
correspondiente a 2020 (European Centre for Disease Prevention and Control., 2022), se
reportaron 529 casos confirmados de EC procedentes de los paises de la Unién Europea.
Alemania fue el pais que reporté mayor nimero de casos (152), seguido de Bulgaria (95).
Hay que considerar que la gran mayoria de los casos declarados en los paises del norte de
Europa, son importados. En Espafia es una enfermedad de declaracién obligatoria, donde se
reportaron 8 casos de equinococosis en 2020 sin especificar especies ni genotipos implica-
dos (European Centre for Disease Prevention and Control., 2022). Debido a su largo periodo
de incubacién y a las escasas medidas de vigilancia epidemiolégica, es una enfermedad
que se suele diagnosticar en la edad adulta, pese a que la infeccidn es muy probable que se
produzca durante la infancia. Debido a ello, junto a la mayor prevalencia en zonas rurales,
esta zoonosis se caracteriza por una subestimacién del nimero de casos (Lopez-Bernus et
al.,, 2015). A nivel de epidemiologia genética, dentro del complejo Echinococcus granulosus
sensu lato hay una marcada variabilidad genética. El genotipo mds frecuentemente asocia-
do a hidatidosis humana es el G1 (88,4% de los casos) dentro de la especie Echinococcus
granulosus sensu stricto, seguido de la especie Echinococcus canadensis (Larrieu et al.,, 2019;

Maksimov et al., 2020).



1.2.2.4. Diagnédstico

El diagnéstico de la hidatidosis se realiza de acuerdo con los hallazgos clinicos, hallazgos
de imagen y resultados seroldgicos y moleculares. Las técnicas de imagen son esenciales en el
diagnéstico ya que proporcionan informacién acerca del tamafio, nimero de quistes, localizacién
y en ocasiones de la viabilidad del parésito. La técnica de imagen més empleada es la
ecografia abdominal, aunque también se realiza la tomografia computarizada (TC) y la
resonancia magnética nuclear (RMN) (Brunetti et al., 2010). El grupo de trabajo de la
Organizacién Mundial de la Salud para Echinococcosis (WHO-IWGE) en 1995 clasificd
en 3 grupos principales los diferentes quistes de acuerdo con las imagenes obtenidas por
ecografia abdominal: activos (CE1 y CE2), transicionales (CE3) e inactivos (CE4 y CES5).
En esta clasificacién se basa la guia diagnéstica elaborada por Brunetti y colaboradores
(Brunetti et al., 2016). Los métodos serolégicos basados en la deteccién de anticuerpos cir-
culantes se consideran una herramienta complementaria cuando el diagnéstico por imagen
no sea concluyente. Hay una gran variedad de técnicas disponibles como son la hemaglutinacién
indirecta, aglutinacién en ldtex, tiras inmunocromatogrdficas, ELISAs, inmunofluorescencia, in-
munoblots en diversas versiones para la deteccién de IgG principalmente frente a antigenos
crudos del parésito y purificados. En la prdctica clinica, se recomienda el empleo de dos ensay-
os; uno tipo ELISA de alta sensibilidad y después un test mds especifico como el inmunoblot,
como prueba confirmatoria y discriminacién entre CE y equinococosis alveolar en las regiones
donde coexisten ambas parasitosis. La principal limitacién de estas técnicas es la falta de
sensibilidad, ya que la disponibilidad de anticuerpos circulantes va a estar asociada a las
caracteristicas del quiste (localizacién, tamafio, viabilidad, entre otros (Herndndez-Gonzdlez
et al., 2018; Sénchez-Ovejero et al., 2020).

Existen también técnicas de detec-
cién directa del pardsito como son:
la deteccién histolégica sobre biop-
sias y aspirados de liquido hidatidico
del quiste, examen microscépico
directo del contenido quistico para
identificar protoescélices y PCR
para deteccién de especie y cepa.
Estas técnicas son de cardcter con-
firmatorio, con una sensibilidad del
100%. Sin embargo, serian invia-
bles como técnicas de diagnéstico
rutinario debido a que conllevan
un proceso invasivo.

1.2.3. Loasis

La loasis es una enfermedad parasitaria producida por el nematodo Loa loa, perteneciente a la
clase Chromadorea, orden Rhabditida, familia Onchocercidae (Schoch et al., 2020). Se transmite
por los tdbanos del género Chrysops (C. silacea y C. dimidiata) (Ndzeshang et al., 2020; Padgett
and Jacobsen, 2008; Waniji et al., 2002). Se conoce de manera coloquial como la enfermedad del
“gusano del ojo”.
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1.2.3.1. Ciclo biolégico

Loa loa se transmite al humano por las mordeduras de las especies hematéfagas del tdbano
del género Chrysops: Chrysops silacea y Chrysops dimidiata. La larva infectiva (L3) penetra
activamente en la piel a través de la herida provocada por el tébano. La larva en el huma-
no evoluciona hasta el estadio adulto que permanece en el tejido subcutdneo. Los adultos
pueden vivir hasta 15-21 afios y ocasionan una enfermedad crénica en los portadores. Las
hembras adultas liberan, en el tejido conectivo circundante, las microfilarias que répidamente
alcanzardn el torrente sanguineo con periodicidad diurna, pudiendo localizarse también en
esputo, oring, liquido cefalorraquideo o pulmones (Boussinesg, 2006). Cuando la hembra
Chrysops spp vuelve a alimentarse de un humano infectado podrd ingerir las microfilarias que
se encuentran en la sangre periférica. En su interior pasardn por diferentes estadios larvarios
hasta desarrollar la larva infectiva, que migra a la probéscide. Cuando los tdbanos vuelvan a
alimentarse, podrdn inocular la L3 (Whittaker et al., 2018).

Figura 3. Ciclo biolégico esquematizado de la especie Loa loa. L3: estadio larvario 3. llustracién creada con Biorender®

1.2.3.2. Manifestaciones clinicas y patogénesis

La gran mayoria de los casos de loasis en regiones endémicas son asintomdticos o presentan
sintomas leves (Akue et al., 2018; Padgett and Jacobsen, 2008). Las principales manifestaciones
clinicas, se deben a las filarias adultas, y son: edema de Calabar (angioedema subcutdneo
como consecuencia de la reaccién de hipersensibilidad producida por la migracién del
adulto) y la visualizacién del estadio adulto de Loa loa en el ojo (hallazgo del pardsito en la
conjuntiva ocular) (Akue et al., 2018; Bouchaud et al., 2020; Padgett and Jacobsen, 2008;
Puente et al., 2020). En pacientes de regiones no endémicas se evidencian manifestaciones
alérgicas en mayor proporcién con respecto a los pacientes residentes (Delabre et al., 2014).



1.2.3.3.

Otros sinftomas asociados a la infeccién por L. loa son prurito, urticaria y eosinofilia. Ademds,
puede provocar complicaciones como nefropatias o encefalitis, debido principalmente a
deposiciones de complejos inmunes y a la presencia de microfilarias en el liquido cefalor-
raquideo, respectivamente (Metzger and Mordmiiller, 2014a). Sin embargo, la presentacién
clinica es muy variable y depende fundamentalmente de la respuesta inmune y de la carga
parasitaria. También es importante mencionar las graves encefalopatias (meningoencefalitis)
en individuos con elevada microfilaremia tras el tratamiento farmacolégico con ivermectina

o dietielcarbamazina aplicado a la poblacién en los programas de control de oncocercosis
(Akue et al., 2018; Chesnais et al., 2017; Gardon et al., 1997).

Epidemiologia

A nivel geogrdfico la loasis presenta una distribucién limitada por la presencia del vector, el
tdbano del género Chrysops, siendo endémica en las regiones forestales del oeste y centro del
continente africano, concretamente en los paises de Guinea Ecuatorial, Angola, Chad, Repu-
blica Democrética del Congo, Camerin, Republica Centroafricana, Gabén, Nigeria, Sudén
del Sur y la Republica del Congo (Zouré et al., 2011). Estd entre la segunda y tercera causa
de consulta médica en estas dreas (Metzger and Mordmiiller, 2014a). Se estima que, de los
30 millones de personas residentes en estas regiones afectadas, en torno a 10 millones estan
infectadas de loasis, aunque es probable que este dato esté subestimado. En las regiones de
mayor endemicidad la prevalencia en la poblacién puede alcanzar el 60% con una media de
microfilarias por mililitro de sangre elevada (Whittaker et al., 2018).

Su distribucién geogrdfica coincide con la de otras filarias, entre las que se encuentran
Mansonella perstans, Mansonella streptocerca, Wuchereria bancrofti y Onchocerca volvulus

lo que dificulta el diagnéstico diferencial y el tratamiento adecuado para cada una de ellas
(Ta et al.,, 2018).

Existen fdrmacos antiparasitarios eficaces
frente a Loa loa como la dietilcarbamazina
(potente microfilaricida de efecto répido y
macrofilaricida) y la ivermectina (microfila-
ricida). Es necesario tener en cuenta que
estos tratamientos no son seguros para los
individuos que presentan un alto nivel de
microfilarias, en los que es recomendable
realizar tratamientos progresivos com-
binados con corticoides. Debido a ello
resulta complejo realizar un programa
eficaz para la reduccién de la prevalen-
cia y el control de esta filariosis en las
dreas endémicas (Gardon et al., 1997;
Herrick et al., 2017).

En un estudio realizado en Espafia sobre la loasis importada procedente de Guinea Ecuatorial,
resalta que el 72,5% de los pacientes presentaron microfilaremia positiva y eran completamente
asinfomdticos, aunque si que presentaron eosinofilia. De este modo, a la hora de establecer la
pauta terapéutica de un paciente procedente de estas regiones con eosinofilia, seria conveniente
determinar la microfilaremia, con el objetivo de evitar las reacciones adversas asociadas al uso
de fédrmacos (Puente et al., 2020).
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1.2.3.4. Diagnéstico

Las principales técnicas diagndsticas de loasis se agrupan en: diagndstico clinico, microscdpico,
seroldgico y molecular. El diagnéstico presuntivo se basa en la observacién del gusano adulto
en la conjuntiva ocular o de la evidencia del edema de Calabar. De este modo, la identificacién
microscépica del estadio adulto de Loa log, ya sea tras su extraccién ocular o cutdneaq, permite
confirmar el diagnéstico de la enfermedad. También se realiza la identificacién microscépica
de las microfilarias en frotis de sangre; la muestra de sangre debe ser tomada a mediodia y se
puede emplear un frotis fresco o con fincién de Giemsa (Rosenblatt, 2009). En caso de baja
parasitemia se puede recurrir a métodos de concentracién como la técnica de Knott (Melrose et
al., 2000). Ademds, existe un dispositivo portdtil basado en microscopia para la identificacién y
contaje de las microfilarias, es el denominado LoaScope, para aplicacién en campo (D’Ambro-
sio et al., 2015). Sin embargo, hay que considerar las limitaciones de la microscopia, dado que
una elevada proporcién de pacientes de loasis presenta amicrofilaremia (Pinder et al., 1988),
sumado a los requerimientos de personal cualificado para la realizacién y el hecho de que
en infecciones recientes la liberacién de las microfilarias no es inmediata (Rosenblat, 2009).
Estos motivos han provocado que se inviertan en el desarrollo de nuevas técnicas diagndsticas.
En cuanto a las técnicas seroldgicas, se ha empleado el antigeno crudo en ELISA (Akue et al.,
1998) e inmunoblot (Egwang et al., 1989). Sin embargo, estos métodos se caracterizan por su
baja especificidad, principalmente por la presencia de reactividad cruzada con otras helminto-
sis. Con el objetivo de aumentar la especificidad se desarrollaron antigenos recombinantes, entre
ellos, cabe destacar el LI-SXP1, en el dispositivo ELISA (Klion et al., 2003) y LIPS (Burbelo et al.,
2008). Ademds, existe comercializado un test de inmunocromatografia de flujo lateral (LFA)
con el mismo antigeno, LI-SXP1 (Pedram et al., 2017). También el ELISA que emplea el antigeno
recombinante 15r3, (Azzibrouck et al., 2010) mostré unos resultados prometedores.

En cuanto a las técnicas moleculares para el diagnéstico, se ha empleado PCR convencional
(Formenti et al., 2021; Jiménez et al., 2011; Nuchprayoon et al., 2005), PCR cuantitativa (Fink
et al,, 2011) y LAMP (del inglés, loop-mediated isothermal amplification) (Drame et al., 2014;
Ferndndez-Soto et al., 2014; Poole et al., 2015; Ta-Tang et al., 2022).

1.2.4. Angiostrongilosis

La angiostrongilosis humana es una enfermedad parasitaria que se transmite por el consumo de
alimentos contaminados con la larva infectante (L3) del pardsito. De las mas de 20 especies del
género Angiostrongylus, sélo dos producen patologia en el humano, Angiostrongylus cantonensis 'y
Angiostrongylus costaricensis. Pertenecen a la familia Angiostrongylidae, orden Strongylida, clase Chro-
madorea (Schoch et al., 2020). La presente tesis doctoral se va a focalizar en la especie Angiostrongylus
cantonensis, ya que es la causante de la angiostrongilosis cerebral.

1.2.4.1. Ciclo biolégico

El ciclo biolégico de A. cantonensis implica a especies de mamiferos, principalmente ratas,
como hospedadores definitivos y diferentes especies de moluscos como hospedadores inter-
mediarios (Thiengo et al., 2013). El estadio adulto de A. cantonensis se localiza en las arterias
pulmonares del hospedador definitivo (habitualmente ratas, Rattus rattus y R. norvegicus),
donde la hembra deposita los huevos. Tras su eclosién la larva L1 liberada migra a la faringe
y es deglutida, recorriendo el tracto gastrointestinal siendo finalmente eliminada por las heces
(Bhaibulaya, 1975; Thiengo et al., 2013). Los gasterépodos de agua dulce y terrestres son
los principales hospedadores intermediarios. Entre las principales especies estan: Achati-
na fulica, Bradybaena similaris, Subulina octona, Pomacea canaliculata, Pomacea lineata,
Deroceras laeve... (Caldeira et al., 2007; Thiengo et al., 2010; Wallace and Rosen, 1969).



Estos se infectan bien por ingestién o por penetracién directa de estas larvas L1. En el molusco,
la larva L1 muda dos veces (a L2 y a L3), en un periodo de unos 20 dias. Los roedores se
infectan tras ingerir los hospedadores intermediarios parasitados con el estadio larvario L3,
que es la fase infectante. En el hospedador definitivo las larvas L3 penetran la pared intestinal,

entran en el torrente sanguineo y, a través de circulacién pulmonar, son diseminadas a
diferentes érganos. La mayoria alcanza el tejido cerebral, donde mudan a L4 y posterior-
mente a L5 en el espacio subaracnoideo. Desde alli, los adultos jévenes (L5) migran a las
arterias pulmonares, donde se encuentran tras 25 dias de la infeccién. En esa localizacién,
los adultos alcanzan la madurez sexual en unos 35 dias. Las larvas L1 se liberan en las
heces de los roedores en aproximadamente 42 dias tras la infeccién primaria (Thiengo et

al., 2013).

Los humanos son hospedadores
accidentales que se infectan tras la
ingestion de moluscos o babosas,
crudos o parcialmente cocinados,
parasitados con las L3. También
pueden infectarse por el consu-
mo de hospedadores paraténicos
parasitados como gambas, ranas,
lagartijas, etc. o tras la ingestién de
verduras crudas contaminadas (da
Silva and Morassutti, 2021). Las
larvas infectivas en el humano in-
vaden el tejido intestinal, alcanzan la
circulacién sanguinea y finalmente,
en aproximadamente dos semanas,
alcanzan el sistema nervioso central
(Wang et al., 2008). La siguiente
figura representa el ciclo biolégico
de manera esquemdtica:

Figura 4. Ciclo biolégico esquematizado de la especie Angiostrongylus cantonesis. L1: estadio larvario 1; L3: estadio larvario 3. llustracién

creada con Biorender®.
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1.2.4.2.

1.2.4.3.

1.2.4.4.

Manifestaciones clinicas y patogénesis

La principal patologia de la angiostrongilosis humana causada por A. cantonensis es la
meningitis o meningoencefalitis eosinofilica. El tiempo de incubacién de la enfermedad es
variable en funcién del nimero de parésitos implicados ya que se han descrito casos desde
varios dias hasta varios meses tras la exposicién (Wang et al., 2008). La larva no es capaz
de abandonar el SNC debido a la reaccién inflamatoria caracterizada por el infilirado
eosinofilico. Aunque la enfermedad puede ser asintomética o incluso se han descrito casos
de desaparicién esponténea de los sintomas en semanas, también existen casos con graves
secuelas, desencadenando alguno en la muerte del individuo. Los principales sintomas son
las cefaleas y la rigidez de cuello. Otros sinftomas comunes son: visién borrosa, vémitos,
nduseas, debilidad muscular, dolor retro-orbital, ataxia, dolor abdominal, convulsiones,
pardlisis facial, somnolencia, retencién e incontinencia urinaria. En los, poco frecuentes,
casos descritos de infeccidn ocular, esta causa visién borrosa y diplopia, pudiendo desen-
cadenar dafos permanentes y pérdida de la visién (da Silva and Morassutti, 2021; Wang

etal., 2008).

Epidemiologia

Angiostrongylus cantonensis es una de las principales causas de meningitis eosinofilicas en las
regiones endémicas en las que se distribuye. Los principales paises endémicos son Tailandia
(donde laincidencia es de 2 por cada 100.000 habitantes al afio), China y Australia, con una
incidencia menor (Barratt et al., 2016; Federspiel et al., 2020). También son paises endémicos
algunas zonas del Caribe (Dorta-Contreras et al.,, 2007; Slom et al., 2002). Se han descrito
varios brotes en Ching, Taiwan y Estados Unidos (Wang et al., 2008). En Europa se han
reportado un total de 22 casos desde 1988 (Federspiel et al., 2020). Sin embargo, la distri-
bucién geogréfica y la prevalencia de los hospedadores intermediarios ha aumentado en las
dltimas décadas, lo que sugiere una expansién geogréfica del pardsito, y, por consiguiente,
un aumento en los casos humanos (Barratt et al., 2016; da Silva and Morassutti, 2021). Se han
reportado casos de moluscos infectados con A. cantonensis en Estados Unidos (Federspiel et
al., 2020; Stockdale-Walden et al., 2015; Teem et al., 2013), en concreto en la Isla de Hawadi,
donde actualmente la angiostrongilosis es endémica (Khamsai et al., 2023), de hecho, el
pardsito ha sido detectado en 16 especies de moluscos (da Silva and Morassutti, 2021). En
Espafia, también se han identificado tres especies de moluscos parasitados por A. cantonensis en
Tenerife (Martin-Alonso et al., 2015; Segeritz et al., 2021).

Diagnéstico

La identificacién de las formas larvarias de A. cantonensis resulta compleja, debido a su
localizacién cerebral. En el liquido cefalorraquideo, su deteccién es bastante infrecuente,
dada la escasa proporcién de larvas que penetran en el espacio subaracnoideo, y el pe-
quefio volumen que se obtiene de las muestras de LCR (Graeff-Teixeira et al., 2009). Debido
a ello, el diagnéstico parasitolégico basado en la identificacién de las formas parasitarias
no es el método mdas empleado. Las técnicas serolégicas y moleculares son habitualmente
las de eleccién (da Silva and Morassutti, 2021).

En cuanto al diagnéstico seroldgico, se ha empleado un test en formato ELISA con extracto
crudo antigénico procedente de las hembras de A. cantonensis en estadio adulto, que es el test
seroldgico de eleccién a nivel mundial para el diagnéstico de la patologia abdominal (Ben et
al., 2010; da Silva and Morassutti, 2021). Los test serolégicos de la angiostrongilosis cerebral se
han basado en una glicoproteina de 31 kDa obtenida en un primer momento del exiracto crudo
somdtico de las hembras adultas de A. cantonensis. Sin embargo, se detecté que la proteina de
31 kDa no purificada presentaba reactividad cruzada con otras parasitosis (gnathostomosis,
toxocariosis, hidatidosis y estrongiloidosis), especialmente relevante con aquellas que también
pueden producir meningitis eosinofilicas como la gnathostomosis (Morassutti et al., 2017).



También se ha desarrollado un test de diagnéstico répido AcQuickDx basado en la proteina pu-
rificada de 31 kDa con una especificidad mejorada (Eamsobhana et al., 2018). Recientemente
se ha publicado el desarrollo de un test répido inmunocromatografico empleando el antigeno
recombinante galectina-2 procedente del antigeno de 31 kDa que ha mostrado valores de sen-
sibilidad y especificidad de 87% y 96,5%, respectivamente (Somboonpatarakun et al., 2020).

La técnica de diagnéstico molecular
empleada es la PCR con muestras de LCR.
Esta técnica puede ser especialmente Util
en la fase aguda de la angiostrongilosis
cerebral, cuando los anticuerpos adn no
presentan niveles detectables (da Silva
and Morassutti, 2021). La desventaja
de las técnicas moleculares es que, en
ocasiones, el ADN del parésito no estd
presente en la muestra o bien la concen-
tracién del mismo es inferior al limite de
deteccién de la técnica. Se han desar-
rollado tanto PCRs convencionales como
diferentes gPCRs (Qvarnstrom et al., 2016)
que mejoran la sensibilidad de la técnica
(Sears et al.,, 2021).

1.2.5. Gnathostomosis

La gnathostomosis humana es una zoonosis parasitaria que se trasmite con la ingestién de alimentos
contaminados. Estd causada por el nematodo Gnathostoma spp. de la familia Gnathostomatidae,
orden Rhabditida y clase Chromadorea. (Schoch et al., 2020) Los humanos adquieren la infeccién
consumiendo alimentos crudos o poco cocinados que albergan el estadio larvario 3 avanzado de
Gnathostoma spp. (Janwan et al., 2013). Existen miltiples especies en el género Gnathostoma, entre
ellas G. spinigerum, G. hispidum, G. doloresi, G. nipponicumy G. malaysiae en Asia, y G. binucleatum
en América que se han relacionado con parasitosis en humanos (Liu et al., 2020). La presente Tesis
Doctoral se va a centrar en el estudio e investigacién de la especie G. spinigerum.

1.2.5.1. Ciclo biolégico

Los principales hospedadores definitivos de G. spinigerum, son mamiferos silvestres o domésticos
(félidos, canidos, marsupiales...). Los pardsitos adultos se encuentran en una especie de masa
tumoral en la pared géstrica o del eséfago formada por células hiperplésicas con exudado
inflamatorio de la mucosa. Alli se produce la cépula y los huevos no embrionados se liberan a
través de una apertura de la masa tumoral, para salir al exterior vehiculizados por las heces.
Los huevos embrionan en ecosistemas de agua dulce a temperaturas entre 24-28°C. Tras
la eclosién se libera la larva L1 que nada activamente hasta ser ingerida por el primer hos-
pedador intermediario (diversas especies de crustdceos de los géneros Cyclops, Euyclops,
Tropocyclops, Mesocyclops...), donde se desarrolla hasta el tercer estadio larvario temprano (L3
temprana). Cuando los copépodos infectados son ingeridos por un hospedador intermediario
apropiado como son los peces de agua dulce o anfibios (segundo hospedador intermediario),
la L3 temprana penetra a través de la mucosa gdstrica y migra hacia el misculo esquelético,
donde se enquista y se desarrolla un tercer estadio larvario avanzado (L3 avanzada, L3A).
Este estadio constituye la forma infectiva en el humano, que se considera un hospedador
accidental, en el que el parésito no es capaz de completar su ciclo biolégico. Cuando el
hospedador definitivo ingiere un hospedador intermediario infectado con las L3A se desar-
rollan en adultos en su estémago (Becerril, 2014; Janwan et al., 2011; Liu et al., 2020). En la
figura 2.5.1 se muestra esquematizado el ciclo bioldgico descrito:
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Figura 5. Ciclo biolégico esquematizado de la especie Gnathostoma spinigerum. L3A: Larva 3 en estadio avanzado. llustracién creada

con Canva®.

Ciertas aves ictiéfagas, reptiles y pequefios mamiferos, que actdan como hospedadores
paraténicos, albergan la L3 en estadio avanzado, por lo que también pueden ser una via de
trasmisién al humano.

Las posibles vias de transmisién de la gnathostomosis humana son: oral, transplacentaria y a
través de heridas cutdneas (Lupi et al., 2015), aunque la principal via es a través de la ingesta
de alimentos procedentes de los hospedadores intermediarios infectados con la L3A (Liu et al.,
2020). También se sugiere la transmisién tras la ingesta de agua contaminada con copépodos
infectados (Nithiuthai et al., 2004).

1.2.5.2. Manifestaciones clinicas y patogénesis

Tras la ingestién de la L3A en el humano, esta se libera en el estémago, penetra a través
de la mucosa gdstrica e inicia el proceso migratorio hacia el higado, provocando una sin-
tomatologia digestiva en el individuo (nauseas, vémitos, dolor epigdstrico...) (Becerril, 2014;
Liv et al., 2020; Rodriguez Pérez, 2013). Posteriormente, la larva puede migrar a préctica-
mente cualquier érgano. Los sintomas dependerdn de la zona afectada; las manifestaciones
varian desde cutdneas a viscerales, oculares, articulares, pulmonares, y neurolégicas (Liu et
al., 2020). Las manifestaciones mds comunes son las cutdneas; ocasionadas por el sindrome
de larva migrans, se producen edemas migratorios intermitentes, indurados, pruriginosos con
un aumento de la temperatura en la zona (Becerril, 2014; Herman and Chiodini, 2009; Liu et
al., 2020).



1.2.5.3.

Las gnathostomosis de afectacién cerebral (neurognatostomosis) se presentan con un cuadro de
meningitis eosinofilica, con presencia de al menos 10% de eosinéfilos en liquido cefalorraquideo
total (Sawanyawisuth and Chotmongkol, 2013), siendo la forma mds grave de afectacién visceral.
Entre los principales sintomas, cabe destacar: radiculomielitis, hemorragias subaracnoideas,
cefalea intensa, pérdida transitoria de los reflejos osteotendinosos en miembros inferiores,
paraplejia... pudiendo llegar a desencadenar la muerte del individuo (Becerril, 2014; Diaz,
2015; Liv et al., 2020; Rodriguez Pérez, 2013; Sawanyawisuth and Chotmongkol, 2013).

La liberacién de sustancias hemoliticas, enzimas proteoliticas (cisteinproteasas y metalopro-
teasas) y sustancias téxicas, asi como la reaccién inflamatoria y el dafio mecdnico producidos
tras la migracién de la larva, son los principales responsables del cuadro clinico en el
paciente, aunque los mecanismos concretos de patogenicidad no estdn adn esclarecidos
(Liv et al., 2020). Como resultado de la infeccién, se induce una respuesta inmunitaria
Th2, la produccién de inmunoglobulinas de las clases IgG e IgE, observando eosinofilia
en un 40% de los casos (Rodriguez Pérez, 2013).

Epidemiologia

El género Gnathostoma presenta una distribucién global, sin embargo, la mayor parte de
casos humanos de neurognathostomosis, todos ellos ocasionados por G. spinigerum, han sido
reportados en Tailandia (Katchanov et al., 2011).

La especie G. spinigerum se lo-
caliza en Japén, India, China y
en la mayoria de los paises del
Sudeste Asidtico (Tailandia, Laos,
Myanmar, Indonesia, Malasia y
Filipinas). Ademds, en el 2021 se
ha publicado un estudio en que se
identificaba la presencia de L3A
en ranas y pescado de un mercado
en Camboya (Sohn et al., 2021).
la enfermedad es endémica en
Japén y Tailandia, aunque se han
reportado casos esporddicos en
varios paises europeos, Australia y
América, procedentes de viajeros
de zonas endémicas (Herman and

Chiodini, 2009).

En Japén se han descrito 3.182 casos de gnathostomosis humana entre 1911 y 1995, y 73
casos entre 1996 y 2012 (Liu et al., 2020). En Tailandia, la seroprevalencia frente a Gna-
thostoma en humanos fue 62,5% (531 casos de 849 pacientes), de acuerdo a los datos
publicados en el estudio retrospectivo realizado en los afios 2000 y 2005 (Bussaratid et

al.,, 2010).

Se considera una enfermedad emergente en paises donde no es endémica (Herman and
Chiodini, 2009). La presencia de L3A de G. spinigerum vivas en anguilas importadas en
paises no endémicos como EEUU, supone, ademds de una fuente potencial de infeccién, un
riesgo de establecimiento autéctono de la enfermedad (Cole et al., 2014).
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1.2.5.4. Diagnéstico

El diagnéstico de la gnathostomosis humana resulta complejo. Los sintomas y signos clinicos
(edemas migratorios intermitentes y los niveles elevados de eosinéfilos en sangre), sumado
a antecedentes de haber consumido alimentos crudos en zonas endémicas, permiten sospechar
de la enfermedad (Liu et al., 2020). Sin embargo, es necesario realizar un diagnéstico
diferencial, puesto que algunos de los sintomas son comunes a la angiostrongilosis, triquinosis y
otros nematodos relacionados con el sindrome de larva migrans como Ancylostoma caninum,
Ancylostoma braziliense, y Uncinaria stenocephala (Herman and Chiodini, 2009; Liu et al.,
2020; Thiangtrongijit et al., 2021). El diagnéstico definitivo se establece tras la extirpacién
quirdrgica de la larva en estadio 3 avanzado (L3A) y su posterior identificacién. Aunque
las especies son diferenciables morfolégicamente, G. binucleatum y G. spinigerum son muy
parecidas, por lo que las técnicas moleculares pueden ser de ayuda para su clasificacién
(Bertoni-Ruiz et al., 2011; Cernotikova et al., 2011; Jongthawin et al., 2015).

Las técnicas de inmunodiagndstico desarrolladas hasta el momento estdn basadas en:
i) deteccidn de antigeno circulante en suero siendo indicador de infeccién activa. Estas técnicas
muestran unos valores muy bajos de sensibilidad ya que los niveles de antigeno circulantes
son escasos (Chaicumpa, 2010; Thiangtrongjit et al., 2021), ii) deteccién de anticuerpos
IgG frente a antigenos somdticos y antigenos de excrecidn-secrecién de larva L3 indicando
exposicién. Con estos antigenos los valores de sensibilidad (59-87%) y especificidad
(79-96%) no han sido éptimos (Maleewong et al., 1988). Se ha empleado la técnica
Western blot detectando IgG totales con reactividad frente a la proteina de 24 kDa (Tapchaisri
et al, 1991). Ademds, se ha conseguido obtener mejores valores diagnésticos al detectar
Onicamente la subclase IgG4, con una sensibilidad del 91,6% y especificidad de 87,8%
(Laummaunwai et al., 2007). También, se ha desarrollado un test répido de deteccién de
IgG4 con reactividad frente a la proteina de 24 kDa del extracto de las L3. El test puede
aplicarse tanto a suero como a muestras de sangre total, por lo que esta herramienta podria ser
de utilidad para el diagnéstico en campo y en la monitorizacién de pacientes en tratamiento.
Su mayor limitante es el elevado porcentaje de reacciones cruzadas que presenta frente
a otras helmintosis (Janwan et al., 2021; Wang et al., 2021). Pese a obtener los mejores
resultados con el antigeno crudo procedente de las larvas, el proceso de preparacién de
antigeno es complejo, largo, dependiente de las condiciones ambientales y de las fuentes
naturales para obtener las larvas; ademds, no se puede asegurar la reproducibilidad interlote
(Thiangtrongijit et al., 2021).

1.3. TECNICAS DE MULTIPLEXADO BASADAS EN MBA

La técnica del multiplexado MBA, del inglés “multiplex bead assay”, es un método que permite
analizar varios analitos de manera simultdnea en una muestra usando microesferas. El sistema Luminex®
100,/200™ se basa en los principios de la citometria de flujo, permitiendo detectar hasta 100 analitos
en un Unico pocillo. Para ello se emplean microesferas magnéticas tefiidas con una combinacién de dos
fluoroforos (rojo e infrarrojo) espectralmente diferentes definiendo cada set. Cada microesfera esté
recubierta con grupos carboxilos, que permiten acoplar diferentes analitos a las mismas mediante
un enlace covalente. Estas microesferas son identificadas tras la excitacién de los colorantes internos
por un laser de una longitud de onda de 635 nm (ldser rojo), permitiendo distinguir el set. A continuacién,
otro laser de 532 nm (laser verde) excita el fluoréforo correspondiente al “reporter”, que permite detec-
tar el analito objeto de estudio en el ensayo y cuantificarlo (intensidad de fluorescencia). En la
presente Tesis Doctoral, los analitos empleados han sido antigenos recombinantes de distintas
especies de helmintos, que se han acoplado a diferentes sets de microesferas para la deteccién
de anticuerpos especificos en muestras de suero humano. El “reporter” utilizado en el inmunoensayo
ha sido la estreptavidina conjugada con R-ficoeritrina (SAPE).



El hecho de permitir multiplexar un elevado nimero de antigenos hace que esta tecnologia sea especial-
mente Uil a nivel epidemiolégico. Otra de las fortalezas de esta tecnologia es la posibilidad de hacer
paneles sindrémicos, en los que se analizan y cuantifican varios agentes etiolégicos que causan una
sintomatologia similar, permitiendo un cribado rdpido, dirigido y ahorrando muestra analitica. Ademés,
permite realizar un diagnéstico més exacto al permitir la deteccién de varios marcadores de una misma
patologia, aumentando la sensibilidad y especificidad diagnéstica.

En el campo de la Parasitologia, esta tecnologia
ha sido utilizada con diferentes fines. Se ha em-
pleado para la evaluacién simulténea de multiples
candidatos para el diagnéstico serolégico de la
esquistosomosis (Tanigawa et al, 2015), para
analizar su utilidad frente a otras tecnologias en
el diagndstico serolégico de neurocisticercosis
(Herndndez-Gonzdlez et al., 2017a; Moss et al.,
2018), para valorar el impacto de uso de redes
mosquiteras en la carga de filariosis linféticas y
malaria (Plucinski et al., 2018) para la deteccién
de inmunoglobulinas en el diagnéstico de tripa-
nosomosis africana (Priest and Handali, 2021).
Recientemente para evaluar la intensidad de la
transmisién del paludismo y de los mecanismos de
resistencia a los insecticidas en zonas endémicas

(Boussougou-Sambe et al.,, 2022).

1.4. TECNOLOGIAS DE SECUENCIACION

El desarrollo del método quimico de terminacién de cadena por Maxam y Gilbert en 1977 (Maxam
and Gilbert, 1977), seguido del método de los didesoxinucleétidos o Sanger ese mismo afio (Sanger
etal., 1977), permitieron realizar la secuenciacién del ADN. Este Gltimo método de secuenciacién fue
el empleado en el Proyecto Genoma Humano, que finalizé con la publicacién del genoma en 2004
(van Diik et al., 2014). El método de Sanger se basa en la incorporacién de didesoxinucledtidos termi-
nadores de cadena mediante la ADN polimerasa. Los fragmentos de ADN resultantes se desnaturalizan
por calor y se separan por tamafio empleando un gel de electroforesis (van Dijk et al., 2018). Hoy diq,
tras el desarrollo de las técnicas de electroforesis capilar y su automatizacién, la metodologia de se-
cuenciacién automdtica de Sanger continta siendo de gran utilidad para aquellas aplicaciones que
no requieren un alto rendimiento como puede ser la secuenciacién de regiones concretas de ADN,
en la que se disefian cebadores especificos, por ejemplo, para verificar construcciones de pldsmidos o
productos de PCR (Slatko et al., 2018a).

La secuenciacién ha avanzado notablemente en las dltimas décadas, y el desarrollo de las tecnologias
de secuenciacién masiva han supuesto un antes y un después en el dmbito de la investigacién gendmica.

1.4.1. Secuenciacién de segunda generacién

La secuenciacién de segunda generacién o Next Generation Sequencing (NGS), también conocida
como secuenciacién masiva, permite generar millones de reacciones de secuenciacién por carrera,
realizando una amplificacién clonal de moldes de ADN en una Gnica celda de flujo o flow cell. El
rendimiento de esta tecnologia es tal que permite secuenciar organismos completos en cuestién de
horas o pocos dias en funcién de la longitud de su genoma.
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Otra ventaja frente a la secuenciacién Sanger, es que no requiere la separacién electroforética de los
productos secuenciados. Sumado a la disminucién del precio de secuenciacién, esto ha hecho de esta
tecnologia una herramienta clave en el campo de la biologia bésica, asi como a nivel de la investigacién
clinica (van Dijk et al., 2018). Los métodos de secuenciacién de segunda generacién se pueden agrupar
en dos categorias principales: 1) secuenciacién por hibridacién 2) secuenciacién por sintesis. La segunda
metodologia, secuenciacién por sintesis, es la que emplea la tecnologia llluming, siendo esta plataforma
una de las lideres en la industria de la secuenciacién masiva. La técnica de secuenciacién de lllumina se
conoce como “amplificacién puente”, ya que las moléculas de ADN (con un tamafio de 500bp aproxi-
madamente), ligadas a adaptadores en cada extremo, se emplean como sustratos en las reacciones de
sintesis mediante amplificacién por una ADN polimerasa en un soporte sélido de vidrio, que contiene
secuencias de oligonucledtidos complementarias al adaptador ligado al ADN. Los oligonucleétidos en
el soporte estdn distribuidos espacialmente, de modo que, tras varias etapas de amplificacién del ADN,
se crean clusteres clonales consistentes en 1000 copias de cada fragmento de oligonucledtido. En cada
soporte de vidrio se producen millones de reacciones de clister paralelas. Durante las reacciones de
sintesis, se incorporan nucleétidos modificados que se corresponden con cada una de las cuatro bas-
es, con una etfiqueta fluorescente diferente, que permite su deteccién e identificacién. Los nucleétidos
también actian como terminadores de sintesis en cada reaccién, la cual desbloquean tras su deteccidn
para la siguiente etapa de sintesis. Las reacciones se repiten durante al menos 300 veces (Slatko et al.,
2018b). En funcién del objetivo de la secuenciacién masiva, existen diferentes protocolos (secuenciacién
gendmica, metagenémica, ADN, ARN, CHIP-seq ...), asi como diferentes metodologias de preparacién
de librerias, y distintos equipos de secuenciacién. Entre los equipos de lllumina cabe destacar NextSeqy
NovaSeq. NextSeq puede proporcionar un méximo de 120 Gb con 400 millones de lecturas paired-end
por carrera con una longitud de 150 pb (2x150). NovaSeq proprociona un maximo de 6000 Gb con
20 billones de lecturas paired-end por carrera con una longitud maxima de 250 pb (2x250) (Slatko et
al,, 2018a). Pese al enorme potencial y la gran utilidad de estas tecnologias de secuenciacién de segunda
generacién, presentan ciertas limitaciones: una de las principales es la longitud relativamente corta de las
lecturas generadas, lo cual dificulta el ensamblaje de genomas altamente repetitivos, de gran tamafio o
que presentan un alto grado de complejidad.

1.4.2. Secuenciacion de tercera generacion

La secuenciacién de lecturas largas o secuenciacién de tercera generacién ha sido desarrollada
por varias tecnologias, las dos més populares son Pacific Biosciences (PacBio) y Oxford Nanopore
Technologies (ONT). PacBio desarrollé la tecnologia SMRT, las siglas en inglés de ‘single-molecule
real-time’, mientras que ONT emplea un nanoporo proteico para realizar la secuenciacién (van Dijk
et al.,, 2018). La principal diferencia con los de segunda generacién es que no requiere amplificacién
clonal. En la tecnologia de ONT, las bases del ADN se identifican mediante los cambios en la
conductividad eléctrica que se generan tras el paso de la cadena de ADN a través de un poro
proteico (Lu et al., 2016). La aplicacién de esta tecnologia ha permitido avanzar tanto en el campo
de la investigacién bdasica como a nivel clinico, ya que se ha podido realizar la secuenciacién
completa de pequefios genomas utilizando Unicamente lecturas procedentes de la secuenciacién
ONT (Loman et al., 2015; Miller et al., 2018). Las principales limitaciones de la secuenciacién de
lecturas largas, en comparacién con la secuenciacién de segunda generacién, son: la mayor cantidad
de ADN de partida requerido para la preparacién de la libreria y la mayor tasa de error de las
lecturas generadas (van Dijk et al., 2018). En cuanto a los dispositivos comercializados para realizar
la secuenciacién, el mdas popular es el MinilON y, en el caso de requerir un mayor rendimiento, el
PromethlION, obteniendo un tamafio de lectura enmarcado en el rango de 10-100 kb (De Coster
etal, 2019).



1.5. GENOMAS PUBLICADOS EN HELMINTOS

A pesar de la importancia a nivel clinica y econédmica de las enfermedades producidas por helmintos,
la investigacién genémica en estas especies presenta un desarrollo mucho menor en comparacién
con otros agentes etioldgicos responsables de enfermedades infecciosas. Desde la publicacién del
genoma de referencia de la especie Caenorhabditis elegans en 1998, el genoma de este nematodo
se ha refinado y mejorado tras numerosas actualizaciones (Davis et al., 2022). Actualmente, en la
base de datos de genomas del NCBI (National Center for Biotechnology Information) (“Genome
Database NCBI,” 2022), tras realizar el filirado empleando los campos “Nematoda (roundworms)”
y “Reference genomes”, existen 176 genomas de nematodos disponibles. Entre ellos y en relacién
con la temdtica de la presente tesis se puede descargar el genoma de Loa log, cuyo tamafio es 91,37
Mb y cuya fecha de publicacién fue 2012. Otro de los genomas publicados es el de Angiostrongylus
cantonensis, con un tamafio de 293,3 Mb, publicado en 2019. En el caso del género Gnathostoma no
existe ningin genoma publicado.

En platelmintos, tras filtrar por los campos “Platyhelminthes (flatworms)” y genoma de referencia, el

ndmero total de genomas obtenidos es 52. Entre ellos, se encuentra el genoma de Taenia solium, con
un tamafio de 129,8 Mb, publicado en 2016.

La base de datos WormBase ParaSite también recoge los datos publicados referentes a ensamblaije,
anotacién y las diferentes métricas de los genomas publicados de nematodos y platelmintos
(“WormBase Parasite,” 2022).

1.5.1. Proyecto “50 genomas de helmintos”

El Instituto Wellcome Sanger del Reino Unido, en colaboracién con Instituto Genémico McDonnell
de la Universidad de Washington (EE. UU) y Edinburgh Genomics de la Universidad de Edimburgo,
crearon el proyecto “50 genomas de helmintos” para estudiar e investigar los genomas de helmintos
con mayor repercusién en enfermedades humanas, agricolas y veterinarias. El proyecto tiene como
objetivo producir borradores de genomas de las principales especies parasitarias de humanos y
animales, llenar el vacio filogenético en torno a las especies de helmintos e identificar las principales
diferencias entre los distintos linajes parasitarios. Fruto de este proyecto de colaboracién, se publicé
en el afio 2019 un articulo con la mayor comparacién genémica entre helmintos pardsitos y no
pardsitos realizada hasta el momento. Combinaron 36 genomas de nematodos ya publicados con
31 nuevos ensamblajes de nematodos y 14 nuevos ensamblajes de platelmintos y con la informacién
generada identificaron familias de genes y procesos asociados a los principales grupos par-
asitarios. Finalmente extrajeron los datos de més de 1,4 millones de genes para predecir nuevos
farmacos y posibles dianas farmacolégicas (International Helminth Genomes Consortium, 2019). Este
proyecto ha permitido sentar las bases para aumentar la informacién genémica disponible sobre
los helmintos, sin embargo, ain queda un largo camino por recorrer, especialmente en aquellas
enfermedades que se consideran olvidadas. Olvidadas no porque los casos sean esporédicos,
sino porque no afectan a paises desarrollados, aunque no dejan de suponer la muerte de miles
de individuos.
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B INTRODUCCION

1.1.

1.1.1.

1.1.1.1.

ANTECEDENTES HISTORICOS

Bibliografia de Alfred Donné

Vida y obra

Alfred Francois Donné (Figura 1) nacié

el 13 de septiembre de 1801 en Noyon

(Oise), una pequeha ciudad situada a 65

km al norte de Paris, donde residian sus

padres Adrien Donné, un exitoso hombre

de negocios de esa ciudad, y Marie Anne

Gely. Su familia se trasladé a Paris cuando

tenia 20 afios, donde, por insistencia de sus

padres, estudié derecho, pese a no mostrar

ningln interés por dicha profesién. Sin em-

bargo, a los 25 afios decidié cambiar de

carrera y comenzé a estudiar medicina en

la Universidad de la Sorbona (Diamantis et

al., 2009). En 1831, a la edad de 30 afios,

Alfred se graduéd y presenté la tesis titula-

da "Investigaciones sobre las moléculas de

la sangre, el pus y los moco, incluidos los

humores del ojo” (Thorburn 1947). Este mi-

nucioso y laborioso trabajo microscépico

preveia investigaciones originales que lo Figura 1. Alfred Donné (Thotburn 1947).
situarian entre los principales pioneros de

la medicina francesa del siglo XIX. Donné

desarrollé su trabajo clinico principalmente en el Hospital de la Caridad en Paris, donde tuvo la
fortuna de trabajar con el experimentado clinico Bouillaud, de quién se convertiria més tarde en
su jefe de clinica (Diamantis et al., 2009). A través de su matrimonio, Donné emparenté con la
conocida familia de médicos des Essarts. Su cufiado era el Dr. Sezille des Essarts, una autoridad
médica distinguida que habia ejercido en Noyon y que més tarde fue decano de la Facultad
de Medicina de Paris (Thorburn 1947). El Consejo de la Universidad reconocié las habilidades
literarias de Donné y lo nombré su bibliotecario honorario de la Facultad de Medicina. En el siglo
XVIIl'y principios del XIX, los médicos se encontraron con una barrera peculiarmente obstructiva,
que se oponia a cualquier innovacién fuera del marco aceptado del sistema establecido, y se
negaban a aceptar el potencial papel del microscopio en la medicina. Para Donné resulté de-
sconcertante ya que los entomdlogos y protozoélogos lo habian adoptado con avidez y
entusiasmo casi doscientos afios antes tras el descubrimiento de las bacterias por Leeuwenhoek

(Thorburn 1947).

A pesar de las reticencias del momento, la tesis de Donné impresiond a los profesores y clinicos
de la Facultad de Medicina de Paris, quienes se dieron cuenta de la importancia del microscopio
en la ensefianza médicq, si se queria avanzar verdaderamente en la ciencia. Para demostrar el
potencial de este instrumento en la préctica clinica, Donné inventé un microscopio plegable que
cabia en el bolsillo de un abrigo (Thorburn 1947; Diamantis et al., 2009).



1.1.1.2.

Durante el periodo de 1829 a 1835, Donné demostré ser un escritor fecundo, y ademds de
publicar varias resefias de libros, publicé varios informes acerca de diversos temas en medicina.
Aunque estos informes no fueron de gran relevancia, abordaban asuntos como antidotos para
alcaloides, estudios sobre diversas secreciones y fluidos humanos, asi como una investigacién
sobre la fisiologia de la respiracién humana. También estudié las propiedades de la gelatina
como sustancia alimenticia (Diamantis 2009).

Descubrimiento de Trichomonas vaginalis

En 1836, Alfred Donné realizé una de
sus mayores contribuciones a la medicina
al descubrir el protozoo Trichomonas
vaginalis. Inicialmente creyé que era el
agente causante de la gonorrea, pero
posteriormente lo indentificé correctamente
como un protozoo comidn de localizacién
genitourinaria. Este hallazgo lo publicé
en una monografia dirigida a la Aca-
demia de Ciencias, titulada "Animalculi
observed in purulent fluids and secretions
of genital organs de hommes et femmes"
(Donné 1836) (Figura 2). Al afio siguiente
del descubrimiento, afirmaria lo siguiente:

Figura 2 Diagrama de T. vaginalis (Diamantis et al., 2009).

Aunque no pudo demostrar la importancia patolégica del organismo, Donné logré describir
su aspecto y tamafio, ademds de darse cuenta de que alteraba el pH del medio en el que
habita. Siguiendo el consejo del profesor Félix Dujardin (1802 - 1860), un destacado zodlogo
de la Universidad de Rennes, Donné decidié nombrar a este protozoo "Tricomonas" debido a
las similitudes con los géneros de protozoos Tricodes y Monas. Mds adelante, el profesor de
Protozoologia en Berlin, Ehrenberg, fue quien otorgé al protozoo el nombre especifico con el
que se conoce en la actualidad. Christian Ehrenberg (1795-1876), reconocié completamente
el descubrimiento de Donné, y destacé que el hdbitat humano del protozoo era la vagina, de
ahi su inclusién en la nomenclatura (Thorburn 1947; Diamantis et al., 2009). En 1916, Ottomar
Hoehne (1871-1932) fue el primero en destacar el papel patolégico de T. vaginalis como agente
etiolégico de la vaginitis purulenta (Diamantis et al., 2009).
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1.1.1.3.

Al afio siguiente (1837), Donné continué investigando sobre las descargas urogenitales
purulentas en hombres y mujeres, publicando una breve monografia sobre varios hallazgos
microscépicos titulada “Recherches microscopiques sur la nature de mucus, et la matiére des
divers écoulements des organes génito-urinaires chez I'homme et chez la femme” (Donné

1837).

Ademds de sus trabajos sobre el proto-
200, también estudié y examind chancros
sifiliticos y bubones notando la presencia
de “animdlculos” y sugiriendo nuevos trat-
amientos para la sffilis. En dichos estudios
localizé un Vibrio al que denominé Vibrio
lineola (Figura 3), pero prudentemente,
no lo declaré el agente causal de la sffilis.
Desafortunadamente para Donné, los
métodos de tincién no se descubrieron
hasta 1869, cuando Hoffmann y posteri-
ormente Weigert lograron la tincién con
carmin y fucsina. En la misma monografia,
Donné sefialé que era posible diferenciar
entre secreciones normales y patolégicas
utilizando el microscopio, aunque no pudo
diferenciar entre los agentes causales de
la sifilis y la gonorrea (Thorburn 1947;
Diamantis et al., 2009).

Figura 3. Chancros sifiliticos (Diamantis et al., 2009).

A pesar de sus estudios, Donné no logré obtener ni presentar conclusiones definitivas sobre la
causa de las descargas sifiliticas. Bulloch afirmé en 1938 "por las micrografias y descripciones
de Donné, es evidente que su Vibrio era realmente S. refringens" (Bulloch 1938). Finalmente, en
1905, Fritz Richard Schaudinn (1871-1906) descubrié Treponema pallidum, el agente causal de
la sifilis.

Donné, padre de la microscopia

Donné colaboré con uno de sus jévenes estudiantes, Ledn Foucault (1819-68), famoso fisico
experimental que en 1851 demostrd la rotacién de la Tierra mediante un péndulo en el Panteén
de Paris. Antes de convertirse en fisico experimental, Foucault se matricul6 en la Escuela Médica
de Paris en 1839 con el objetivo de convertirse en cirujano gracias a la notable destreza de sus
manos.

Cuando Donné comenzé a impartir sus cursos de microscopia, iniciaba siempre con una
conferencia y posteriormente invitaba a sus alumnos a observar los diversos fluidos corporales
de individuos sanos y enfermos a través del microscopio. Sin embargo, este método resulté poco
prdctico a medida que el tamafo de las clases crecia (Tobin 2006). Una solucién préctica seria
el uso de un microscopio de proyeccién para permitir que Donné mostrara cada muestra a
toda la clase simultdneamente. El uso del "microscopio solar" de Lieberkiihn no era posible
debido a la frecuente nubosidad en Paris. El uso del microscopio de gas no mostraba
correctamente las muestras de bajo contraste como los fluidos corporales. Foucault y
Donné colaboraron para inventar el llamado microscopio de proyeccién "fotoeléctrico",
en el que utilizaron una luz eléctrica como una fuente mas brillante de iluminacién (Tobin
2006). La invencién de la luz eléctrica no era nueva, ya que, en 1809, Sir Humphry
Davy (1778-1829) ya habia demostrado la produccién de grandes cantidades de luz
brillante golpeando un arco eléctrico entre dos electrodos de carbono. En 1843, bajo
la direccién de Donné, Foucault adapté el arco eléctrico al microscopio de proyeccién.



En abril del mismo afio, presentaron su
instrumento, el microscopio fotoeléctrico
(Figura 4), a la Academia de Ciencias
de Paris (Diamantis et al., 2009). Un
afio después publicaron una descripcidn
completa, sefialando que su invencién
tenia como objetivo "no construir un in-
strumento de investigacién, sino poner
los resultados cientificos ante los ojos del
publico" (Tobin 2006; Diamantis et al.,
2009).

Figura 4. Vista en seccién del microscopio proyector
'fotoeléctrico', disefiado por Foucault y Donné
entre 1843 y 1845 para su utilizacién en demos-
traciones durante conferencias (Modificado de
Tobin 2006).

Mientras tanto, Donné habia llegado a comprender el valor incalculable de los microscopios
para ilustrar y comprender adecuadamente sus conferencias. Los profesores clinicos de Paris,
tanto médicos como cirujanos, reconocieron la lucha de Donné por el reconocimiento del
microscopio y exigieron que sus importantes descubrimientos fueran valorados y aplicados en
la medicina y la cirugia. A pesar de la falta de accién por parte de la Facultad, se reunieron el
10 de noviembre de 1837 y presentaron un enérgico informe al Consejo General de Hospitales
de Paris. En julio de 1839, Louis Daguerre (1787-1851), uno de los inventores de la fotografia,
asombré a la comunidad de Paris con sus impresionantes fotografias en vivo y presenté su
descubrimiento a la Academia de Ciencias de Paris. Donné, impresionado por las fotografias
de gran realismo, decidié incorporar estos impresionantes complementos a sus conferencias

(Thorburn 1947).

En 1844, Donné publicé el libro "Cours de Microscopia" en el que detallé su procedimiento
y mostré el alcance del instrumento. Aunque las fotografias originales eran de alta calidad,
decidié que era mejor publicarlas como grabados dibujados por un artista para preservar
la precisién y calidad de las imdgenes. El resultado fue un Atlas que incluyé 80 grabados
ampliados hasta 400 veces, que describen la morfologia celular de diversos fluidos corporales
como pus, sangre, orina, moco nasal y leche, asi como restos celulares de bronquios, células
gastrointestinales, préstata, vagina y varios tipos de epitelios, espermatozoides, évulos y ofros
materiales como almidén y cristales (Donné 1844). En su libro “Cours de Microscopia" expuso
lo siguiente:

(1) "A menudo of comentarios espontdneos de elogio del piblico a la vista de estas imdgenes llenas de vida.
Me sorprende, pues, que no se aproveche este método de demostracién durante las conferencias; un método
tan adecuado para apoyar el celo y el talento de la atencién de la audiencia, para desarrollar la propensién a
los estudios y a difundir nuevas ideas. En cuanto a mi, ningin sacrificio me hizo dudar en utilizar este poderoso
instrumento”.

(2) "Mis conferencias, a las que asistié un gran nimero de estudiantes franceses y extranjeros contribuyeron a
hacer comprender la importancia del microscopio y a ganar el interés y la confianza que merece. Sé lo que queda
por hacer de este instrumento en la préctica médica; popularizarlo es esencial. En de los avances de esta ciencia,
es imposible no tener confianza en su futuro”.

Por todas estas aportaciones en el uso de las imdgenes como recurso en sus exposiciones, Donné
puede ser considerado como uno de los padres de las presentaciones visuales en la diddctica.
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1.1.1.4.

1.1.1.5.

Papel en pediatria

Mientras trabajaba en el hospital, Donné se dedicé a investigar los problemas de salud infantil.
Donné destacé como pionero en el campo del cuidado y nutricién infantil al publicar en 1842 un
manual para médicos y madres sobre la ciencia del cuidado infantil (Donné 1842), cuyo éxito
lo constata las tres ediciones y cuatro reimpresiones que tuvo. En la obra el autor recomendé la
lactancia materna por parte de la madre natural como garantia de una leche segura y nutritiva,
lo que le granjeé una gran popularidad en Francia (la Berge 1991). Ademds, Donné investigd
diversas condiciones patoldgicas asociadas con la maternidad, como la congestién mamaria,
asi como trastornos comunes en los nifios, como la diarrea y el estrefiimiento. A través del
examen microscépico, fue capaz de identificar glébulos de pus que se podian distinguir
facilmente de los glébulos de leche mediante andlisis quimico. Donné también fue el primer
autor en proponer el pesaje frecuente de los bebés como enfoque cuantitativo para estimar
su nutricién, y recomendd que las tomas de las comidas infantiles, tanto de leche como de
alimentos, fuera en intervalos iguales de tiempo. Su trabajo promovié la importancia del cuidado
infantil cientifico y la estrecha relacién entre el médico y la madre (la Berge 1991). Su éxito en el
tratamiento de los problemas alimentarios de los nifios prematuros llegé a oidos del piblico
y de la Corte. El hijo menor del duque de Orleans, nieto del rey Luis Felipe, estaba enfermo
debido a suincapacidad para tomar leche humana o de vaca. Donné fue llamado para ayudar,
y después de varias horas de experimentacién, logré encontrar una dieta de leche que resultd ser
muy efectiva. Estos éxitos clinicos, tanto en su prdctica general como en el hospital, y su éxito en
la Corte, lo llevaron a ser nombrado Caballero de la Legién de Honor y poco después Inspector
General de Medicina (Thorburn 1947). En definitiva, su trabajo promovié la importancia de
establecer una relacién estrecha entre el médico y la madre.

También tuvo contribuciones en el campo
de la bromatologia, al crear un un lacto-
scopio (Figura 5) para medir la densidad
de la leche. Descubrié que los gldbulos
de la leche eran moléculas de grasa agru-
padas. Como investigador polifacético,
Donné también desarrollé un aparato de
condensacién para refrigerar y conservar

la leche (Thorburn 1947).

Figura 5. Lactoscopio creado por Donné en la exposicién
de 2017: Historia, conocimiento y patrimonio.
475 aniversario del Privilegio Fundacional de la
Universidad de Zaragoza.

Importancia en la hematologia

También realizé importantes contribuciones en el campo de la hematologia, aunque son poco
conocidas, no habiendo recibido la publicidad y la fama que merecen. Este es el caso de su
trabajo de microscopia en 1839 con la leucemia. Durante su estancia en el Hospital Hotel Dieu,
Barth y Chomell solicitaron los servicios de Donné después del fallecimiento de una paciente
de 44 afos con un tumor abdominal indoloro en el lado izquierdo del abdomen. Después de
conocer su historial y examinarla clinicamente, solicité una muestra de sangre. Donné examiné
la sangre de la paciente y observé que la mitad de los corpisculos parecian "glébulos mucosos".
Posteriormente, describié su observacién brevemente en su manuscrito titulado "Cours de
Microscopie" publicado en 1844 (Diamantis 2009). La autopsia mostré que la paciente
padecia de hepatoesplenomegalia y alteraciones sanguineas lo que llevé a Vidal a concluir que
se frataba de un caso de leucocitemia esplénica (CLL Digital Archive).



"La sangre que me ha enviado mi querido colega, muestra un cambio notable y muy conspicuo,
a pesar de haber sido recogida en condiciones desfavorables, es decir, de un caddver. Mds de
la mitad de las células eran glébulos mucosos. Este hecho quizds necesite alguna explicacidn.
Usted sabe que la sangre normal contiene tres tipos de células: 1. los glébulos rojos, las células
esenciales de la sangre; 2. los glébulos blancos o células mucosas; 3. los glébulos pequefios.
Es la segunda variedad que domina tanto, que, uno se pregunta, sin saber nada de la evolucidn
clinica, si esta sangre no contiene pus. Como se sabe, las células de pus ain no pueden ser
diferenciadas con precisién de las células mucosas".

En un caso posterior, en una de las conferencias de su libro “Cours de Microscopie" (Donné
1844), traté con mucha mds precisidn sobre la leucemia en un caso tratado por el Dr M. Raver,
en el que se observé una elevada proporcién de gldbulos blancos en sangre en un hombre
con arteritis y equimosis (CLL Digital Archive).

“Hay condiciones en las que los glébulos blancos parecen estar en exceso en la sangre.
He encontrado este hecho tantas veces, es tan evidente en ciertos pacientes, que no puedo
concebir la mds minima duda a este respecto. Uno puede encontrar en algunos pacientes un
numero tan grande de estas células, que incluso el observador menos experimentado queda
muy impresionado. Tuve de verlas en un paciente con el Dr. Rayer en el Hospital de la Charité.
Este hombre estaba afectado de arteritis, especialmente en los vasos de las piernas. Ambas
piernas mostraban equimosis y ampollas gangrenosas. La sangre de este paciente mostraba
tal cantidad de glébulos blancos que pensé su sangre estaba mezclada con pus, pero al final,
pude observar una clara diferencia entre estas células, y los glébulos blancos".

En esta obra, por primera vez en la historia de la medicing, se vincula la leucemia con una
patologia sanguinea anormal.

Donné sefialé que distinguir microscépicamente entre glébulos blancos normales y purulentos
resultaba dificil, incluso imposible. El sostuvo que el exceso de glébulos blancos se debia a
una detencién en la diferenciacién de estas células. Segin Donné, los glébulos podrian estar
presentes en grandes cantidades en la sangre, antes de provocar los sintomas de la enfermedad.
El not6 que los glébulos purulentos parecian infroducirse en la sangre, creando una mezcla que
asemejaba al pus. Donné observé la composicién alterada de la sangre de manera similar
a sus predecesores, y descubrié que el aumento de la poblacién de glébulos purulentos
tenia un aspecto idéntico al de los glébulos blancos normales. El sugirié que el aumento de
glébulos blancos se debia a una detencién en la diferenciacién, la cual sigue siendo una
de las principales caracteristicas de la leucemia. Desafortunadamente, Donné no describid
los sintomas de los pacientes leucémicos que examind, sin embargo, en el Atlas, las ilustraciones
microscépicas muestran claramente la morfologia de las células leucémicas. Donné fue el
primer médico que realizé un examen microscépico preciso, la descripcién y la ilustracién
de la composicién de la sangre que se observa en estos pacientes (Krampen 2012; CLL
Digital Archive).

Por lo tanto, no solo fue un pionero en la descripcién de la leucemia, sino también un visionario
que consideré un mecanismo patogénico bastante rudimentario pero cercano a la realidad
de la enfermedad. En 1845, el Dr. John Huges Bennett (1812-1875) informé de un caso de
hipertrofia del bazo e higado en el Edinburgh Royal Infirmary y destacé que sus hallazgos se
basaban en su aprendizaje en microscopia, lo que fue un reconocimiento indirecto de la guia
de su tutor, Alfred Donné (Diamantis 2009).

En 1842, Donné identificé un nuevo elemento celular en la sangre, que ahora conocemos
como plaquetas. En 1842, anuncié su descubrimiento a la Academia de Ciencias (Donné
1842) y éstas fueron incorporadas a su "Atlas de Microscopia".
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1.1.1.6.

1.1.2.

1.1.2.1.

El final de una gran carrera

Debido a la situacién politica inestable en Francia en ese momento, se produjeron numerosos
recortes de nombramientos publicos y académicos. Donné perdié su puesto de inspector
general. En 1853, fue recomendado y nombrado rector de la Universidad de Estrasburgo,
aunque su mandato duré poco mds de un afio. En 1855, se convirtié en rector de la Universidad
de Montpellier, una de las instituciones educativas mds antiguas de Europa. Alli, fue muy solicitado
como conferenciante por las sociedades cientificas y fue elegido undnimemente como presidente de
estas asociaciones. Con el tiempo, se convirtié en una figura muy popular y respetada entre
los estudiantes y en las reuniones de los colegios de médicos (Thorburn 1947). Durante su
estancia de casi dos décadas en Montpellier, Donné se interesé por las teorias y estudios
de Pouchet sobre la generacién espontdnea, que tenia dividida a la comunidad cientifica y
lo colocé en el centro de la polémica con Pasteur sobre esta teoria. Aunque era amigo de
Pouchet, la demostracién de Pasteur de sus teorias, al analizar bacteriolégicamente el aire
del Mont Blanc, convencié a Donné. En 1875, dejé Montpellier y regresé a Paris, donde
continué participando activamente en discusiones cientificas y defendiendo sus puntos de
vista. Escribié varios articulos en la “Revue des deux Mondes” y en su obra mucho mds
extensa, "Hygiéne des gens du monde".

Fallecié en Paris de un accidente vascular
cerebral el 7 de marzo de 1878. Es sin
duda una grave reflexién para la posteri-
dad médica y cientifica, que esta gran
figura siga siendo practicamente descon-
ocida fuera de Francia. De hecho, no hay
ninguna estatua suya en toda Franciq,
y algunos autores como Thorburn con-
sideran que su contribucién al progreso
médico y cientifico y sus descubrimientos
deben ocupar un lugar de honor entre los
gigantes contempordneos como Ehrlich y
Pasteur.

Historia del tratamiento

Contexto histdrico

Desde la identificacién de Trichomonas vaginalis por parte de Alfred Donné en 1836, no
se descubrié ningdn método realmente efectivo para tratar la vaginitis provocada por este
protozoo, asi como tampoco se avanzé en el conocimiento del ciclo de vida de este micro-
organismo en los 120 afios posteriores. Durante la década de 1930, tanto los ginecdlog-
os como los veneredlogos se empezaron a preocupar por la creciente prevalencia de las
descargas vaginales en sus pacientes. Durante una reunién de la Sociedad Médica de
Transmisién Sexual de Venéreas (S.M.T.S.V.), el Sr. Alan Brews hizo algunas sugerencias
sorprendentes y posteriormente, el Sr. Ambrose King afirmé que una gran proporcién de mu-
jeres jovenes tenian T. vaginalis en su flujo vaginal. Explicé que la mayoria de los casos es-
taban relacionados con enfermedades de transmisién sexual, temiendo que la idea no fuera
aceptada por la comunidad. De hecho, “nunca habia visto un caso en el que la infeccién
se hubiera transmitido a través de una piscina”. Con el tiempo, se reconocié que la vaginitis
conocida como “tricomonal” era una enfermedad (ahora infeccién) de transmisién sexual y
se profundizé en el estudio de los hdabitos y el habitat de este protozoo (Forgan 1972). El Dr.
Glen Liston describié sus hallazgos detalladamente en un articulo para la S.M.T.S.V., haci-
endo hincapié en la importancia del pH vaginal. El Dr. Liston afirmé que, en una mujer sana,
el pH vaginal es de en torno a 4, un nivel en el que los tricomonddidos no puede sobrevivir.



En palabras del Dr Liston, este grado de acidez depende de la produccién de écido lactico
a partir del glucégeno del epitelio vaginal por la accién del “bacilo de Doderlein” (actual-
mente conocido como Lactobacillus acidophilus). El parésito, al consumir el glucégeno,
altera el pH vaginal. También enfatizé que el tratamiento no debia dirigirse solo a la de-
struccién del parésito, sino también a la restauracién del glucégeno en las células epiteliales
y la recuperacién del “bacilo de Doderlein” en la vagina (la biota bacteriana natural de la
vagina), para mantener el equilibrio del pH vaginal (Liston y Lees 1940; Forgan 1972). Para
evaluar la efectividad de los tratamientos, se realizaban mediciones periédicas del pH del
contenido vaginal y se observaba la recuperacién del glucégeno en las células epiteliales,
asi como la naturaleza de la biota bacteriana vaginal. Se consideraba que la curacién se
alcanzaba cuando el pH se mantenia en torno a 4 de manera estable. Sin embargo, se
pensaba que los fdrmacos solo eran efectivos en la superficie del epitelio vaginal, provo-
cando recaidas debido a la incapacidad para alcanzar a los organismos de los conductos
y glandulas de la vulva (Forgan 1972). También empezd a valorarse la posibilidad de que
la reinfeccién fuera ocasionada por parte del hombre no tratado, ya que la infeccién por
T. vaginalis en el tracto urinario masculino ya habia sido descrita por primera vez en 1894
por Marchand (Liston y Lees 1940).

En aquella época, se solia tratar los flujos
vaginales de cualquier origen mediante la
aplicacién local de diversas sustancias,
incluyendo remedios caseros a base
de plantas medicinales y preparados de
mercurio, plata y bismuto. Uno de los trat-
amientos mds populares y aparentemente
eficaces para la tricomonosis era un prepa-
rado de arsénico, que se suministraba en
forma de “plantillas vaginales” y polvo para
insuflar. Este preparado contenia un car-
bohidrato para reemplazar el glucégeno
perdido. Los fabricantes recomendaban no
aplicar més de seis comprimidos vaginales
por semana, pero se publicaron informes
sobre resultados satisfactorios con el uso
de hasta setenta tabletas por semana
(Liston y Lees 1940; Forgan 1972). Sin
embargo, el hecho de que muchos casos re-
caian después de la menstruacién o durante
el embarazo motivé el uso de dosis mds
altas, lo cual no estaba exento de peligro,
llegdndose a registrar un fallecimiento en el hospital de Londres en 1959 por sobredosis.
Debido a la frecuente recurrencia después del tratamiento con arsénico, se buscaron otros
métodos, como la aplicacién directa de radiacién ultravioleta en la vagina e incluso la psico-
terapia (Forgan 1972). También se utilizaba una técnica de electrofulguracién de los conductos
de Skene y la posterior cauterizacidn de las erosiones, seguido de la extirpacién de los pdlipos,
que se consideraban causados por la infeccién de T. vaginalis. Tras esto, se secaba la vagina y
se insuflaba una mezcla de argirol, caolin y écido lactico. Este polvo se debia aplicar durante
3 0 4 semanas tras una ducha con agua con vinagre y en caso de recaida se reanudaba du-
rante 6 semanas (Forgan 1972). También se probaron fdrmacos y una serie de sustancias que
se utilizaron fugazmente, y finalmente cayeron en desuso, como la aureomicing, el mafarsén, la
mepacring, la tricomicina o el negatol (Horie 1956; Forgan 1972).
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1.1.2.2.

En vista del éxito de las sulfonamidas en la gonorrea, también se emplearon para el tratamiento
de pacientes con tricomonosis administrandose en combinacién con arsénico en formulaciones
tépicas o por via oral. Sin embargo, los resultados no fueron significativamente mejores que los
del arsénico en solitario (Forgan 1972). Pese a que se pensaba que el tratamiento local con
arsénico en casos de vaginitis por T. vaginalis producia una curacién total de la infeccién, se
demostré que podian existir pardsitos resistentes desde el inicio del tratamiento. Ademds, no
actuaba sobre la infeccién en la uretra, no surtiendo efecto en los hombres. Los pacientes con
tricomonosis fueron tratados por numerosos métodos experimentales, y los clinicos se percataron
que el éxito del tratamiento dependia mds de la duracién que del propio método (Forgan 1972).
En algunos casos se diagnosticaron infecciones por T. vaginalis en otras localizaciones diferentes
a la genitourinaria, ademds de las reinfecciones continuas, lo que hizo necesario la bisqueda
de un tratamiento sistémico tal y como ocurrié con la gonorrea (Durel et al., 1960). La necesidad
de buscar un agente tricomonicida sistémico, llevé a la aparicién de fabricantes que ofrecian
farmacos sin las pruebas clinicas adecuadas, que en su mayoria resultaban inocuos para el pa-
ciente e inactivos contra el protozoo. Los resultados poco satisfactorios de estos medicamentos
hicieron que se creyera que un compuesto realmente eficaz seria recibido con indiferencia. En
esta época, se estaba probando el efecto antiprotozoario de diferentes antifingicos, como la
tricomicing, la eurociding, la anisomicina y la aureotricina (Horie 1956) y otras moléculas como
el acetarsol, la emeting, el yoduro de potasio, la mepacrina y el acinitrazol (Durel et al., 1960).
Destacaron especialmente la tricomicina (Hammer et al., 1954; Horie 1956) y el acinitrazol
(Durel et al., 1960), de los que se publicaron diversos articulos donde se ponia de manifiesto su
actividad frente a T. vaginalis en el British Journal of Venereal Diseases, en los simposios de Reims
de 1957 y en el Simposio Canadiense sobre Uretritis No Gonocdcica y Tricomoniasis Humana
(Montreal, septiembre de 1959). Se reconocié finalmentela eficacia local de estos compuestos,
pero no su actividad sistémica, ya que, en palabras de los doctores Catterall y Nicol, no conferia
actividad tricomonicida “al suero o la orina” al administrase por via oral (Catterall y Nicol 1957).

Azomicing, el precursor del metronidazol

El Dr Umeza y los investigadores del Instituto

Nacional de Salud de Tokio examinaron las

sustancias generadas por unos 600 actino-

micetos presentes en el suelo. De las cepas

productoras de sustancias antimicrobianas,

el 71% tenia acfividad antifingica contra

Candida albicans, Sacharomyces sake

y Aspergillus niger. Cuando estas sus-

tancias fueron testadas frente a protozoos,

se descubrié que la azomicina (Figura 6)

presentaba un efecto fricomonicida. La azo-

micina fue descubierta por Moedc, Osato y Figura 6. Estructura quimica de la azomicina.
Umeza (Maeda et al., 1953), y la estructura,

2-nitroimidazol (2-Nl), fue determinada

por Nakamura y Umeza (Nakamura 1955). Esta molécula inhibia principalmente bacterias
Gram-negativas y presentd una relativa poca toxicidad frente a ratones. Se examinaron
los efectos antiprotozoarios de la azomicina frente a Euglena gracilis, Trichomonas foetus,
T. gallinae, T. vaginalis, Paramecium caudatum y Tetrahymena galeii. La azomicina mostré
actividad frente a T. foetus a 2 pg/mlL, T. gallinae a 0,3 pg/ml, T. vaginalis a 0,5 pg/mL,
inhibié el crecimiento de P. caudatum a 250-500 pg/ml y no presenté actividad frente a E.
gracilis, ni a T. galeii (Horie 1956).



1.1.2.3. Descubrimiento del metronidazol

Horie (1956) describié en el laborato-
rio las propiedades tricomonicidas de la
azomicina (2-Nl), descubierta afios antes
por Maeda (1953) y Nakamura (1955).
Cosar y Julou (1959) en su bisqueda de
antibidticos con actividad tricomonicida,
confirmaron la actividad de esta sustan-
cia y procedieron a estudiar otro deriva-
do mds activo y menos téxico: el 1- hi-
droxietil-2-metil-5-nitro-imidazol (8823
R.P.). Este compuesto, presenté una baja
toxicidad y una alta eficacia frente a T.
vaginalis tanto en estudios in vitro como
in vivo. El compuesto sintetizado en los
laboratorios Specia de Paris seria conoci-
do posteriormente con el nombre de me-
tronidazol (MTZ) (Figura 7) (Durel et al.,
1960), publicdndose los primeros informes clinicos por parte de Durel, Roiron, Siboulety Borel

en los afios 1959 y 1960 (Durel et al., 1960; Forgan 1972).

Figura 7. Estructura quimica del MTZ.

Figura 8. Comparacién de las estructuras quimicas del compuesto 8823 R.P. (MTZ), la azomicina y el acinitrazol (Durel et al., 1960)."

El trabajo experimental en el que se compararon el MTZ con la azomicina y el acinitrazol
(Figura 8) llevé a emprender un estudio clinico entre los afios 1958 y 1959 en el que se
realizaron pruebas de toxicidad durante un mes administrando 50 mg/kg en ratas y 100 mg/
kg en perros, ademds de realizar pruebas tépicas en piel y cérnea de conejos. El producto fue
bien tolerado y no se encontré ninguna anomalia en los tratamientos, no detectdndose ninguna
alteracién en la movilidad de los espermatozoides en cobayas y conejos. Tras el ensayo, se
concluyé que el tratamiento sistémico podria funcionar en los hombres y que en el caso de las
mujeres podia considerarse un complemento al tratamiento local. Pese a este exitoso estudio,
se considerd que los resultados del 1-hidroxietil-2-metil-5-nitroimidazol (8823 R.P.) eran muy
cuestionables (Durel et al., 1960). Sin embargo, diversos estudios posteriores confirmaron que el
MTZ por via oral, sin necesidad de un tratamiento local, resultaba efectivo para tratar la tricomonosis.
Muchos de estos informes fueron presentados en la reunién de la “Medical Sexual Science and
Virology Dermatology” (M.S.S.V.D.) (https:/ / www.mssvd.org.uk/), convirtiéndose en un hito
en la historia de la enfermedad (Nicol et al., 1960; Rodin et al., 1960).
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1.1.2.4. En la actualidad

El MTZ sigue siendo el farmaco de eleccién frente a T. vaginalis. Presenta buena biodispo-
nibilidad oral, un tiempo de vida media de entre 7,3 y 8,7 horas (Houghton et al., 1979) y
un potencial redox de -486 mV (Leitsch et al., 2009). Sin embargo, la constante aparicién
de resistencias al mismo, cercanas al 10% segin algunos estudios (Schwebke y Barrientes
2006; Marques-Silva et al., 2021), la aparicién de efectos secundarios como fiebre, urtica-
ria, angioedema y shock anafilactico (Knowles et al., 1994; Asensio-Sdnchez et al., 2008)
y su uso limitado en embarazo y lactancia (Cudmore et al., 2004) ha llevado a la bisqueda
de nuevos agentes terapéuticos frente a T. vaginalis. Se ha continuado investigando sobre
otros 5-NI alternativos, como el tinidazol, el ornidazol, el secnidazol, el nimorazol, el ro-
nidazol, o el dimetridazol (Leitcsh 2017). Estos fdrmacos tienen un mecanismo de accién
(MdA) similar: son compuestos que se administran en forma de profdrmacos y necesitan ser
reducidos por diferentes vias para generar intermediarios radicalarios téxicos (Miyamoto
et al., 2013). Los trasportadores de electrones de muchos microorganismos anaerobios pre-
sentan un potencial redox del rango del electrodo de hidrégeno, en torno a -420 mV, un
valor inusualmente negativo, que provoca que tengan una fuerte capacidad reductora (Jo-
hnson 1993). Esto hace que sean capaces de reducir a diferentes grupos funcionales como
los 5-NI, que presentan rangos de potenciales redox de entre -400 y -510 mV (Adams et
al., 1991). Ademads, estos compuestos son también reducidos por enzimas presentes en estos
microorganismos como la proteina tiorredoxin reductasa y/o nitrorreductasas (Leitsch et al.,
2009). Los radicales reducidos forman aductos con diferentes biomoléculas como el ADN,
proteinas, lipidos o grupos de tiol libres, provocando la alteracién funcional de los mismos.
Estos aductos se establecen con unas estructuras u otras en funcién del microorganismo; por
ejemplo, en el caso de T. vaginalis se ha comprobado que los radicales derivados de la
activacién del profdrmaco se unen covalentemente a proteinas que intervienen en el sistema
redox mediado por la enzima tioredoxina (Leitsch et al., 2009; Miyamoto et al., 2013;
Leitsch 2017).

Las propiedades farmacocinéticas de los 5-NI difieren debido a las sustituciones quimicas en la
cadena lateral (Miyamoto et al., 2013). El ronidazol y el dimetridazol se utilizaron ampliamente
en animales de produccién alimentaria, pero fueron prohibidos en los Estados Unidos y la Unién
Europea debido a su posible potencial carcinégeno (Leitsch 2017). Sin embargo, el ronidazol se
ha seguido utilizando para el tratamiento de microorganismos anaerobios presentes en animales
compaiiia (Gookin et al., 2017). Respecto a la actividad tricomonicida de esta familia de fér-
macos en humanos destacan: tinidazol, secnidazol y ornidazol (Mtshali et al., 2022) (Tabla 1).

Tinidazol (TNZ): Compuesto estructural-
mente similar al MTZ, y que presenta ac-
tividad frente a protozoos microaerdfilos
como Giardia duodenalis, Entamoeba his-
tolytica y T. vaginalis (Custodio 2016). El
MdA del TNZ (Figura 9) es similar al del
MTZ (Vinge et al., 1983), pero presenta
una vida media més larga, de entre 12 y
14 horas (Fung y Doan 2005). También
posee un potencial redox similar, de -464
mV (Leitsch et al., 2009). El TNZ se usa
como tratamiento alternativo al MTZ en
casos refractarios frente a este. Sin em-
bargo, el TNZ no fue aceptado en EE.UU.
hasta 2004 y en numerosos paises el MTZ
sigue siendo el Unico férmaco aprobado
para tratar esta infeccién (Nailor y Sobel
2007). Presenta una absorcién oral exce-
lente, superior al 90% (Vinge et al., 1983), Figura 9. Estructura quimica del TNZ.



y la concentracién minima activa se mantiene hasta dos veces més tiempo que el MTZ (Evaldson
et al., 1985), lo que aumenta su eficacia frente a los microorganismos respecto al fdrmaco de
referencia (Mtshali et al., 2022). También posee una mejor distribucién tisular que el MTZ,
alcanzdndose concentraciones mayores en secreciones vaginales. Sin embargo, el TNZ se
detecta en leche materna incluso a las 72 horas después del tratamiento (Evaldson et al.,
1985), y estd clasificado como farmaco de categoria C, por lo que no se recomienda su uso en
mujeres embarazadas ni en periodo de lactancia (Johnson y Gretchen 2009).

Ornidazol: Se trata otro derivado del 5-NI
(Figura 10), y debido a esto comparte su
MdA y espectro de actividad con los dos
fdrmacos anteriores. Presenta una muy
buena absorcién oral, con una biodisponi-
bilidad superior al 90% y alcanza su mdxi-
mo de concentracién en plasma entre las 2
y 4 horas (Schwartz et al., 1976; Horber et
al., 1989). Su potencial redox (- 467 mV)
es inferior al del MTZ y similar al del TNZ
(Leitsch et al., 2009). Figura 10. Estructura quimica del ornidazol.

La unién a proteinas es aproximadamente del 11 al 13%, ligeramente mayor a la reportada para
el MTZ (Schwartz et al., 1976). La semivida es hasta 1,7 veces superior a la del MTZ, oscilando entre
las 11 y 14 horas (Schwartz et al., 1976; Horber et al., 1989). El ornidazol presenta actividades
similares e incluso mejores que el MTZ y el TDZ frente a organismos anaerobios o microaerdfilos
(Mtshali et al., 2022). Sin embargo, este agente no estd aprobado para su uso en los Estados
Unidos, ni en muchos otros paises debido a sus efectos secundarios, leves, como estados de
fatiga y mareos, o més graves, como astenozoospermia (reduccién de la motilidad de los
espermatozoides) (Sun et al., 2020) o encefalopatias (Tang et al., 2021).

Secnidazol: Es otro andlogo es-
tructural de los 5-NI (Figura 11).
Su espectro de actividad es similar
al de sus andlogos, destacando
su elevada actividad frente a
G. duodenalis, resultado hasta
10 veces mds activo que el MTZ
(Leitch et al., 2009). Presenta el
menor potencial redox (- 450
mV) (Tabla 1) (Schmid y Schmid
1999), una unién a proteinas su-
perior al resto, (hasta del 15%), y
una vida media de alrededor de
20 horas en hombres y 14 en mu-
jeres (Gillis y Wiseman 1996).
Se estd estudiando su uso como
posible farmaco para el trata-
miento de la tricomonosis (WHO

Figura 11. Estructura quimica del secnidazol.

2021b) y recientemente ha sido aprobado por la FDA para su uso en pacientes mayores
de 12 afios a dosis Unica de 2 gramos por via oral (Muzny et al., 2023).
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-486 8-9

-464 12-14
-467 n-14
-450 14 -20

Tabla 1. Potencial redox (mV) y tiempo de vida media (T %2) de MTZ, TNZ, Ornidazol y Secnidazol.

Ademds de los 5-NI empleados en el

tratamiento de la tricomonosis, también

se desarrollaron a partir de la azomicina

compuestos 2-nitroimidazoles (2-NI) con

interés en ofras infecciones parasitarias.

Entre ellos destaca el benznidazol (BNZ)

(Figura 12), que desde su descubrimiento

en 1971 esel farmaco de referencia para

tratar las infecciones por Trypanosoma

cruzi (Paﬂerson y Wy"ie 2014; Losada Figura 12. Estructura quimica del BNZ.

et al.,,2021). Este compuesto actia contra

este protozoo de manera BNZ. andloga a como lo hacen los 5-Nl frente a T. vaginalis; es decir,
debe ser reducido por accién de diversas enzimas de T. cruzi generando radicales intermedios
citotéxicos que interactian con biomoléculas del protozoo (Wilkinson y Kelly 2009).

La resistencia al MTZ ha aumentado considerablemente en las Oltimas décadas hasta situarse
cercana al 10% (Marques-Silva et al., 2021; Mtshali et al., 2022). En los casos refractarios tras
repetir la misma pauta posoldgica varias veces con las dosis estdndar, se recurre a duplicar la
dosis y aumentar el intervalo de aplicacién, lo que puede provocar un aumento de los efectos
secundarios como vémitos y mareos (Cudmore et al., 2004). La resistencia al MTZ puede
solventarse con el tratamiento de otros 5-NlI, aunque en la préctica clinica el Gnico aceptado
como alternativa es el TNZ, y en muchos paises no cuenta con la aprobacién o no se dispone
de él de manera efectiva (Cudmore et al., 2004). Ademds, también ha habido un aumento en
aislados que muestran resistencia cruzada a otros 5-NI actualmente disponibles (Schwebke y
Burgess 2004; Tejman-Yarden et al., 2011) debido a la capacidad disminuida para reducir y
activar los compuestos (Leitsch et al., 2011) y/o por la detoxificacién eficaz de los radicales
activos que producen (Pal et al., 2009). Esto ha llevado en los Gltimos afos a la bisqueda
de nuevas familias de compuestos alternativas a estas. Ademds de los nitroimidazoles, se
han utilizado otros farmacos para el tratamiento de la tricomonosis, como la clindamicina
(McGregor et al., 1991), la furazolidona (Narcisi y Secor 1996), el mebendazol (Pattman et
al., 1989) y la paromomicina (Poppe 2001). Sin embargo, estos fdrmacos no se consideran de
primera linea debido a su menor eficacia y/o mayores efectos secundarios (Petrin et al., 1998;
Schwebke y Burgess 2004). Cabe destacar también el clotrimazol, el compuesto recomendado
por el Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC) durante el primer trimestre
de embarazo a dosis de 100 mg por via intravaginal durante 6 dias, seguido del tratamiento
estdndar de MTZ en el segundo trimestre (Cudmore et al., 2004).

La historia del tratamiento de la tricomonosis ha evolucionado a lo largo del tiempo, desde el uso
de compuestos téxicos y poco efectivos hasta el desarrollo de fdrmacos més especificos y seguros
como el MTZ y el TNZ. Aunque estos fdrmacos han demostrado ser efectivos, es importante
seguir investigando para encontrar nuevos agentes quimioterapéuticos que sean mds eficaces y
mejor tolerados por los pacientes. A pesar de los avances en el tratamiento farmacolégico de la
infeccién por T. vaginalis, ain existen desafios para lograr una terapia més efectiva y sostenible.
La resistencia a los medicamentos y la reinfeccién ligada al no tratamiento de la/s pareja/s,
entre otras causas, son problemas comunes en la infeccién por T. vaginalis y pueden contribuir a
la propagacién de la infeccién.



1.1.3 Contribucién del grupo de investigacion a la busqueda de nuevos agentes
tricomonicidas

En la actualidad existen diferentes grupos que de forma puntual o a lo largo del tiempo
han evaluado diferentes derivados de sintesis quimica o productos naturales (Vargas-Rigo
et al., 2022) con el objetivo de buscar nuevos compuestos con actividad frente a este
pardsito. Entre los grupos de investigacién destaca el de la Universidad Complutensede
Madrid, cuyos inicios en el estudio de compuestos con potencial actividad tricomonicida
datan de 1980 y cuyo papel en este campo ha sido notable. La investigacidn en terapia
antiparasitaria constituye la linea activa mds antigua de la Unidad de Parasitologia del
actual Departamento de Microbiologia y Parasitologia de la UCM. Los inicios de la
linea de investigacién sobre el tema, que posteriormente daria origen al grupo de inves-
tigacioén, fueron dos tesinas defendidas en el afio 1980; una a cargo del licenciado D. Eduardo
Adarve titulada “Accién antitoxopldsmica de lactotrim, sulfametoxazol y robenidina”,
publicada posteriormente en la revista de Anales de la Real Academia de Farmacia
(1982), y ofra titulada “Estudio tricomonicida experimental del nitrato de econazol”, a cargo
de D. José Antonio Escario Garcia-Trevijano. La investigacién en este dmbito se sustenta en dos
pilares bdsicos; por un lado, un equipo quimico, el cual se encarga de los procesos de sinte-
sis de potenciales agentes antiparasitarios, asi como de las modificaciones estructurales que
mejoren su actividad. Y por otro, un equipo de bidlogos responsables de la realizacién de
los ensayos bioldgicos sobre los modelos, previamente estandarizados, de los patégenos
diana de los compuestos proporcionados por el equipo quimico.

De esta maneraq, iniciada la linea en los afios 80 del pasado siglo, el Departamento de
Parasitologia establecié como objetivo prioritario el establecimiento de colaboraciones con
grupos quimicos interesados en la bisqueda de nuevos compuestos con potencial actividad
antiparasitaria, como el de la Dra. Rosa Claramunt, del Departamento de Quimica Orgdnica de
la UNED o la Dra. DAa. Carmen Avendafio, del Departamento de Quimica Orgdnica de la
Facultad de Farmacia de la UCM. Asi D. José Antonio Escario, por aquel entonces Profesor
Ayudante, comenzé su Tesis en 1981 dirigida por el Dr. D. Antonio Martinez, poniendo a
punto los ensayos de actividad frente a diferentes modelos experimentales. Concluida en
1985, abarcé ensayos frente a Trichomonas vaginalis, Entamoeba invadens y Plasmodium
berghei, y fue objeto del Premio Extraordinario de Doctorado del curso 1984-85.

Una de las prioridades de esta linea de
investigacién fue encontrar métodos de re-
cuenfo automdticos o semiautomdticos, que
proporcionasen fiabilidad, reproducibilidad,
y rentabilidad, con los que dejar atrds los
métodos cldsicos basados en el recuento en
microscopio. El primer intento en esa linea
surgié con la idea de determinar la actividad
tricomonicida de los compuestos a través de
cuantificacién de dcido lactico, metabolito
que es secretado por los tricomonédidos en
su metabolismo, y presente por tanto en el
sobrenadante de los culfivos.

La incorporacién en 1986 del Prof. Miguel Belda Neto, de la Universidad Estadual Paulista
de Brasil, como profesor visitante, proporcioné al grupo el conocimiento de la metodologia
necesaria para el manejo en el laboratorio de Trypanosoma cruzi y permitié su incorpo-
racién, como nuevo modelo experimental, a la bateria de los ya existentes. Uno de los
primeros ensayos con este pardsito fue comprobar la actividad tripanocida de una serie
de derivados trifenilmetdnicos, sintetizados por la Dra. Carmen Avendaiio, con quien el
grupo ya habia iniciado una fluida colaboracién anteriormente con motivo de la Tesis del
Dr. Escario.
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La actividad y las primeras publicaciones del grupo llamaron la atencién de diferentes
laboratorios privados, que comenzaron a solicitar colaboraciones para la realizacién
de los ensayos biolégicos de sus moléculas. Tal fue el caso de los Laboratorios Esteve
S.A. (1987) y los Laboratorios Ferrer S.A. (1988-89 y 1994-95), para la realizacién
de pruebas de actividad de potenciales agentes tricomonicidas; y de los Laboratorios
IQB (Instituto de Investigacién y Desarrollo Quimico- Bioldgico, S.A.) de Madrid para el ensayo
de actividad de agentes anfifingicos en 1988-89. Esta actividad se vio recompensada con numer-
osas publicaciones, la mayoria en revistas del primer y segundo cuartil, asi como con la
presentacién y defensa de varias Tesinas de Licenciatura dirigidas por miembros del grupo
de investigacién en Terapia Antiparasitaria, todas ellas encaminadas a la evaluacién de la
actividad de compuestos frente a T. vaginalis, Entamoeba sp. y T. cruzi.

La continuidad de este trabajo experimental requirié de financiacién externa. Ademds de
lo aportado por los laboratorios privados citados anteriormente, diferentes miembros del
grupo formaron parte de distintos proyectos de investigacién financiados, muchos de ellos
liderados por el entonces Director del Departamento, Dr. D. Antonio Martinez Ferndndez.
Entre ellos, cabe destacar el Proyecto de Investigacién CICYT, PM-42, por su importante
soporte econdmico durante los afios 1989 a 1992; el proyecto CYTED-D: IBEROEKA-03,
concedido en 1991 para el cribado y aislamiento de principios farmacolégicamente activos
de plantas Iberoamericanas o el proyecto del Programa Accién Cost 815 sobre quimioterapia
antiparasitaria, que se mantuvo durante 7 afios (1991-97). Todo ello permitié afianzar la
colaboracién con el equipo quimico del Instituto de Quimica Médica del CSIC, y fruto de
ella fue la presentacién en 1991 de la primera patente Europea, Americana y Japonesa NE
8901705, baijo el titulo "Nuevos compuestos de 1,4-bis (amino) benzo [g] ftalazina”.

Al afio siguiente (1992) comenzé la cooperacién con el grupo de Quimica Médica de la
Dra. Carmen Ochoaq, cuya linea de sintesis por aquel entonces estaba enfocada fundamen-
talmente en derivados de 1,2,6-Tiadiazina 1,1-diéxidos, y con el que el grupo tuvo una
colaboracién muy fructifera. Asimismo, y con el auge que empezaron a experimentar los
sistemas informdticos, el grupo de Terapia Antiparasitaria hizo un primer acercamiento a
la prediccidn de la actividad biolégica mediante el uso del cribado virtual. Este paso se real-
izd a través del estudio “Evaluacién empirica de sistemas de induccién para el desarrollo
semi-automdtico de bases de conocimiento”, basado en el algoritmo ID3, que es utilizado
actualmente dentro del dmbito de la Inteligencia Artificial. Es la antesala a lo que luego
fueron los modelos in silico y se basa en sistemas binarios que asociaban una propiedad a
un resultado (verdadero/falso, activo/inactivo).

La constancia en la investigacién
en el campo de la terapia antipar-
asitaria hizo posible que el Dr.
Escario y la Dra. Gémez Barrio
fueran invitados a participar en
la edicién del libro “Avances en
Parasitologia”  (Protozoologial),
Ed. Universidade de Santiago
de Compostela, 1992, con-
tribuyendo con dos capitulos,
referentes al drea de estudio del
grupo: “Modelos de protozoos
para el cribado farmacoldgico
experimental' y “Trichomonas y
Trichomonosis”.



La concesién del mencionado proyecto del programa CYTED-D, Iberoeka 003, en 1991,
y un contrato de investigacién posterior “Efectos biolégicos de extractos de plantas ibe-
roamericanas”, financiado por el Ministerio de Industria y Energia-ASAC AIE entre el
Departamento de Parasitologia y ASAC, en 1995, ambos dirigidos por el Dr. D. Antonio
Martinez Ferndndez, senté las bases de la colaboracién con varios equipos iberoamericanos.
Por otra parte, la labor de continuidad de la linea de investigacién sobre la enfermedad de
Chagas que se habia iniciado en 1986 se vio culminada con la realizacién y defensa de dos
tesis doctorales sobre Trypanosoma cruzi; la primera titulada “Cribado farmacolégico contra
Trypanosoma (Schyzotrypanum) cruzi, Chagas, 1909, en 1994, y la segunda, “Variabilidad
intraespecifica en Trypanosoma cruzi y ensayo de nuevos métodos para el cribado farmacoldgico”,
en 1996. Ambas defendidas por D. Juan José Atienza Serna y D. Rafael A. Martinez Diaz
obteniendo la mdaxima calificacién “apto cum laude”.

Durante los afios siguientes, el equipo
mantuvo la colaboracién con miembros
externos a la Facultad de Farmacia a
través de diversos proyectos, entre los
que destaca el titulado “Prevalencia de
la tricomoniasis en Madrid. Patogenia
experimental y farmacolégica de los
aislamientos naturales de Trichomonas
vaginalis” (Proyecto precompetitivo
UCM), cuyo investigador principal fue
el Dr. Escario.

Al inicio del siglo XXI, se present la tesis doctoral “Modelo experimental de Trichomonas
vaginalis: estudios de quimiosensibilidad, patogenia e inmunomodulacién”, presentada y
defendida por D. Juan José Nogal Ruiz, en el afio 2000, un logro importante en el desarrollo
de modelos experimentales frente a este pardsito, y por la que obtuvo la maxima calificacién
(Sobresaliente cum laude por unanimidad). El equipo siguié interesado, en la estandarizacién
de una técnica de recuento automdtico, capaz de sustituir el recuento microscépico. Para intentar
progresar en este objetivo, la Dra. Gémez Barrio solicité a la UCM el proyecto titulado
“Actividad dcido fosfatasa en Trichomonas vaginalis: relacién con la patogenia y aplicacién
a la valoracién farmacoldgica” con referencia PR48,/01-9855-2002. La tesis doctoral titulada
“Cribado farmacoldgico contra Trypanosoma cruzi. Estandarizacién y aplicacién de nuevas
técnicas”, dirigida por los Dres. Gémez Barrio y Escario, y que defendié Dia. Susana Muelas
Serrano, supuso un importante avance en este hito, obteniendo la calificacién de Sobresaliente
cum laude en 2001. El grupo de Terapia Antiparasitaria se fue focalizando, principalmente en la
estandarizacién de procedimientos de cribado con dos parédsitos muy diferentes en cuanto
a su ubicacién, metabolismo, tratamiento y, también, en cuanto a su importancia clinica:
Trichomonas vaginalis y Trypanosoma cruzi. Para ello, resultaba necesario el conocimiento
profundo de la biologia de los dos pardsitos con el fin de orientar correctamente el desarrollo
de nuevas moléculas por parte de los quimicos. En base a ello, se propuso un trabajo de inves-
tigacién (modalidad tesina), dirigido por el Dr. Escario, que se presenté en 2002 con el titulo
“Caracterizacién bioldgica de Trichomonas vaginalis”, y que fue calificado con Sobresaliente.
Sobre esta linea se consiguié financiacién a través de un proyecto de investigacién, con el
Dr. Escario como investigador principal, que llevé por titulo “Variabilidad intraespecifica de
Trichomonas vaginalis: Caracterizacién e induccién” cuya principal premisa era continuar
profundizando en el conocimiento de la biologia y el comportamiento de T. vaginalis.
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Por otro lado, en relacién con el interés del grupo por disponer de métodos de recuento automa-
tico para implementar en los procesos de cribado, se plantearon dos trabajos de investigacién
dirigidos por la Dra. Gémez Barrio, que permitieron la incorporacién de investigadoras proce-
dentes del Centro para el Desarrollo de la Investigacién Cientifica (CEDIC) de Paraguay: Dfia.
Maria Celeste Vega Gémez y Dfa. Miriam Soledad Rolén. Ambos trabajos realizados con el
modelo parasitario de T. cruzi lograron la estandarizacién de un método colorimétrico para
el cribado farmacoldgico frente a este kinetopldstido, asi como el estudio in vitro de extractos
vegetales procedentes de Panama.

En el afio 2003 llegé al Departamento D. Alfredo Meneses Marcel, investigador cubano
procedente del Grupo de Parasitologia del Centro de Bioactivos Quimicos de la Universidad
Central de Las Villas de Cuba, con una beca de la Agencia Espafiola de Cooperacién
Internacional para el Desarrollo (AECID) para realizar su Doctorado en Espafia. Como
ya se ha indicado anteriormente, el cribado in silico era un capitulo que el equipo queria
desarrollar més extensamente, a raiz de la experiencia previa con el algoritmo ID3. La ex-
periencia de D. Alfredo Meneses en la realizacién de ensayos de laboratorio era escasq,
pero presentaba una buena formacién en Bioinformdtica, y concretamente en los ensayos
in silico. Su experiencia en este campo y su contacto con el Dr. D. Yovani Marrero Ponce
permitié al grupo de investigacién profundizar més en este campo. El Dr. Marrero, inventor
del programa TOMOCOMD-CARDD destinado principalmente a evaluar in silico la actividad
de nuevos compuestos de sintesis, continuando la idea que el grupo tenia de introducir los
modelos in silico en el cribado secuencial de nuevas moléculas con potencial actividad
antiparasitaria. Con estas premisas, D. Alfredo Meneses realizé previamente un trabajo
experimental (RD 778/1998) titulado “Ensayos in vitro e in vivo de nuevas entidades
moleculares frente a Trichomonas vaginalis”; presentado en 2005, obteniendo la califi-
cacién de sobresaliente. Una vez adquirida la experiencia en los ensayos de laboratorio,
se propuso que la Tesis Doctoral se enfocara especificamente hacia el disefio de modelos de
prediccién de actividad en nuevas moléculas elaboradas por el grupo de sintesis quimica.
Bajo el titulo “Identificacién in silico y experimental de nuevas entidades moleculares activas
frente a Trichomonas vaginalis”, defendida en el afio 2006, el Dr. Meneses obtuvo el Premio
Extraordinario de Doctorado de la UCM en el curso 2006-07. Esta Tesis abrié nuevos ho-
rizontes al grupo de investigacién, que incorporaria los ensayos in silico a su metodologia
secuencial del cribado.

En esos afos, se inicid una nueva
colaboracién con equipos de sintesis
quimica. Después de haber traba-
jado con diferentes investigadores
del Instituto de Quimica Médica del
CSIC (el Dr. D. Federico Gémez de
las Heras, la Dra. Dfa. Pilar Na-
varro, la Dra. Dfia. Pilar Goya o la
Dra. Dfa. Carmen Ochoa) llegé el
turno del Dr. D. Vicente Arén con
quien se iniciaron los primeros en-
sayos biolégicos que culminaron
en una excelente relacién cientifica. Resultado de la colaboracién entre ambos equipos fue la
concesién de sucesivos proyectos conjuntos entre el Instituto de Quimica Médica y el entonces
Departamento de Parasitologia de la Facultad de Farmacia de la UCM, asi como una serie
de Proyectos de Cooperacién Internacional, que junto a otras colaboraciones menores han
asegurado durante afios la financiacién del grupo, y certificaron la continvidad de la linea de
investigacién en los afios posteriores. El primero de ellos “Quimioterapia antiprotozoaria
y anticancerosa: Busqueda de profotipos in silico, disefio, sintesis y evaluacién bioldgica de
nuevos nitroheterociclos, imidazolinas y quinonas” (M Educacién y Ciencia, SAF2006-04698),
bajo la direccién del Dr. Ardn, sostuvo la financiacién durante los afios 2006-2009.



Todos esos afios de intensa actividad investigadora hizo posible el hito més importante del
grupo de investigacién: su reconocimiento oficial en el curso 2007-08 como Grupo de
Investigacién Santander-UCM, (GR58/08) con nimero de referencia 911120. Por aquel
entonces, el grupo estaba integrado por un total de 10 miembros, pertenecientes al Depar-
tamento de Parasitologia de la Universidad Complutense, la Facultad de Medicina de la
Universidad Auténoma y el Instituto de Quimica Médica del CSIC. Ademds, mantenia las
colaboraciones externas de los doctores que habian realizado su tesis doctoral en Parasi-
tologia, como las Dras. Vega Gémez y Rolén, del CEDIC (Paraguay) y los Dres. Meneses y
Marrero del Centro de Bioactivos Quimicos de Cuba. Esta cooperacién llevo a la obtencién
de un Reconocimiento del VI Forum de Ciencia y Técnica, categoria “Relevante” a la Dra.
Gémez Barrio y al Dr. Escario, por el trabajo “Prediccién virtual y corroboracidn experimental de
compuestos con otros usos farmacoldgicos frente a Trichomonas vaginalis” en Santa Clara

(Cuba), en noviembre 2008.

Con la formalizacién del grupo, la actividad cientifica se intensificé durante los afios siguiente.
Ademés de numerosas publicaciones en revistas indexadas, muchas de ellos en el cuartil Q1,
esta actividad se vio recompensada con la obtencidn del premio otorgado en 2009 por la
Real Academia Nacional de Farmacia al trabaijo titulado “Desarrollo e integracién de un siste -
ma tedrico- experimental para el descubrimiento de nuevos fdrmacos tricomonicidas” firmado
por varios miembros del grupo.

En 2009, y de nuevo bajo la direccién del Dr. Ardn, el grupo consiguié financiacién con un
nuevo proyecto: “Desarrollo de nuevos agentes quimioterdpicos para enfermedades parasitarias
olvidadas y cdncer: sintesis, estudio bioldgico y optimizacién de nuevos compuestos, cabezas
de serie” (SAF2009-10399) del Ministerio de Educacién y Ciencia. Asimismo, la Agencia de
Cooperacién Internacional (AECID) concedid, bajo la direccién del Dr. Escario como coordinador
general y del Dr. Meneses como coordinador en Cuba, dos nuevos proyectos: “Seleccién
racional, obtencién y evaluacién de nuevos compuestos fricomonicidas y antimaldricos (I y 1),
(A/024093,/09) (A/030156,/10)" durante los afios 2010 y 2011. Estos tuvieron su continuidad
en el afio 2012, con la concesién de otro nuevo proyecto fitulado: “Accién integral para el
desarrollo virtual y experimental de moléculas con actividad antiparasitaria: resistencia, disefio,
modificacién estructural y corroboracién experimental” (AP/036539/11). Dichos Proyectos de
Cooperacién Internacional permitieron el intercambio de investigadores entre la entidad cubana
y espafola. Esta estrecha relacién se formalizé con la firma del Convenio Marco entre la Univer-
sidad Central de las Villas y la Universidad Complutense de Madrid.

En el curso 2009-10 se incorporaron al grupo de investigacién dos nuevas estudiantes, Dfia.
Cristina Fonseca Berzal, con la realizacién y defensa del Diploma de Estudios Avanzados
titulado “Actividad tripanocida de nuevos nitroindazoles seleccionados in silico”, por el que
obtuvo la calificacién de sobresaliente, y Dia. Alexandra Ibdfiez Escribano con la defensa
de su Trabajo de Inicio a la Investigacidn y posteriormente su tesina titulada “Identificacién
de una nueva especie de tricomonddido (Tetratrichomonas jurumii n.sp.) en muestras fecales
de oso hormiguero gigante (Myrmecophaga tridactyla),” Tesina que supondria el germen
de nuevos campos de estudio del grupo liderados por el Dr. Francisco Ponce Gordo.
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En 2012 fue la Universidad Complutense, a través de su programa Proyectos de Cooperacién
al Desarrollo, quien financié un nuevo proyecto titulado “Fortalecimiento institucional en la
investigacién de nuevos agentes antiparasitarios contra enfermedades parasitarias olvidadas
y de alto impacto social (2012/ 2013)", bajo la direccién del Dr. Escario y con participacién
de investigadores tanto espafioles como extranjeros. Al amparo de estos proyectos se cursé
una carta de invitacién a la investigadora cubana Diia. Yanetsy Machado Tugores, para la
realizacién de su Tesis Doctoral bajo la direccién de los doctores Gémez Barrio, Meneses
Marcel y Marrero Ponce. El trabajo de Dia. Yanetsy Machado permitié incorporar de nuevo
el modelo parasitario de Plasmodium a los ya consolidados (T. cruzi y T. vaginalis). Su trabajo
de tesis titulado “Tamizaje farmacoldgico en la bisqueda de potenciales fdrmacos antima-
léricos integrando nuevos modelos in silico y corroboracién experimental” fue defendida en
2013, obteniendo la calificacién de sobresaliente cum laude.

La importancia de los trabajos del grupo
de investigacién en el campo de la terapia
antiparasitaria permitié lograr nuevas co-
laboraciones con empresas. En diciembre
de 2013, se firmé un contrato Articulo 83
entre el grupo de investigacién y la em-
presa BioResponse LLC titulado “In vitro
investigation of trichomonacidal activity
of 3,3 “-diindolylmethane and artemisinin”
bajo la direccién de la Dra. Gémez
Barrio. Los excelentes resultados de
esta colaboracién hicieron que en el
afio 2015 la empresa BioResponse LLC,
volviese a contar con el grupo para la
realizacién de un nuevo estudio “In vitro
investigation of 3,3 “-diindolylmethane
(DIM) against Trypanosoma cruzi” a través
de un nuevo Art. 83. Y nuevamente en
2016 solicité un nuevo estudio titulado
“3,3 ’-diindolylmethane in trichomonosis:
Further insights in its mode of action and
synergic effect with metronidazole against
T. vaginalis” dirigido por la Dra. lbdfiez
Escribano.

Toda esta actividad cientifica, permitié por una parte que vieran la luz un gran ndmero de
publicaciones de distintos miembros del grupo, asi como la presentacién de una nueva pa-
tente en 2015 titulada “Derivados de 5-nitroindazol y su uso como agentes antiprotozoarios”,
con nimero de patente P201500769. En ese mismo curso 2015-16, se presentaron dos tesis
doctorales en el campo de la quimioterapia antiparasitaria, la primera fruto de las investiga-
ciones realizadas por Diia. Alexandra Ibéfiez Escribano titulada “Trichomonas vaginalis: Co-
rroboracién experimental de modelos virtuales de cribado farmacoldgico y caracterizacién
biomolecular de aislados”, dirigida por los Dres. D. Juan José Nogal Ruiz, D. Vicente Arén y
D. José Antonio Escario. Parte del trabajo de esta tesis doctoral fue Premio del Colegio Oficial
de Farmacéuticos de Madrid, otorgado por la Real Academia Nacional De Farmacia por
al trabajo titulado “Trichomonas vaginalis: la versatilidad de un parésito tenaz”. La segunda
tesis fue defendida por Diia. Cristina Fonseca Berzal bajo el titulo “Bdsqueda y optimizacién
de potenciales alternativas terapéuticas para el tratamiento de la enfermedad de Chagas”,
bajo la direccién de los Dres. Dfia. Alicia Gémez Barrio, D. Vicente Ardn y D. José Antonio
Escario. Ambas tesis obtuvieron la calificacién de sobresaliente cum laude, y resultaron Premio
Extraordinario de Doctorado.



En el curso siguiente (2016-17), tuvo lugar la lectura y defensa de una nueva Tesis Doctoral, esta
vez a cargo de D. Sergio Sifontes Rodriguez, investigador cubano de la Universidad Central de
las Villas de Santa Clara (Cubal), dirigida por el Dr. Escario y el Dr. Meneses y que con el titulo
de “Descubrimiento racional de compuestos quimicos para el tratamiento de la leishmaniosis y
la enfermedad de Chagas” con la calificacién de sobresaliente cum laude.

Continuando con la consecucién
de proyectos competitivos, en el
afio 2016, el grupo se aseguré la
financiacién por un nuevo periodo
de 3 afios, gracias a la concesién
de un nuevo proyecto de investi-
gacién del Ministerio de Economia
y Competitividad titulado “Aproxi-
maciones basadas en la diana y
fenotipicas para el descubrimiento
de nuevos fdrmacos contra las
tripanosomiasis africana y america-
na”, (SAF2015-66690-R), liderado
por los Dres. Vicente Arén y Chris-
tophe Dardonville.

Como consecuencia de estas investigaciones, el grupo presenté una nueva patente fitulada
“Aminas derivadas de 5-nitroindazol con propiedades antiprotozoarias”, con ndmero de
registro P201700741 y fecha de solicitud en septiembre de 2018. La presencia de investigadores
en el grupo que, aunque colaboraban con la linea de investigacién de Terapia Antiparasitaria,
orientaban su trabajo hacia otros campos de la Parasitologia, como el diagnéstico y la epide-
miologia, fue determinante para que el grupo cambiara su denominacién por Epidemiologiq,
Diagnéstico y Terapia Antiparasitaria (PARADET) con el mismo nimero de referencia (911120),
y que bajo la direccién del Dr. Escario, estaba constituido por diez miembros: seis del Departa-
mento de Parasitologia de la UCM, y cuatro miembros externos a la UCM, uno de la Facultad
de Medicina de la Universidad Auténoma de Madrid y tres del Instituto de Quimica Médica del
CSIC. Este grupo renovado queda definido en la pagina WEB de la Universidad Complutense
en el que, ademés de la linea principal de quimioterapia experimental frente a diferentes mode
los parasitarios y reforzada con la incorporacién de nuevos miembros del IQM como el Dr.
Christophe Dardonville; también se incluyen los estudios faunisticos y de taxonomia liderados
por el Dr. D. Francisco Ponce Gordo o la reciente linea sobre epidemiologia y caracterizacién
biomolecular de aislados clinicos de Trichomonas vaginalis (www.ucm.es/microbioparasito).
Con el cambio de nombre del grupo, este se sometié a una nueva valoracién externa en el afio
2019, consiguiendo una puntuacién de 84,/100.

Ya con la nueva denominacién, el grupo obtuvo la concesidn de un nuevo proyecto del M?
de Ciencia, Innovacién y Universidades, dirigido por los Dres. Christophe Dardonville y Alicia
Gémez Barrio bajo el titulo de “Desarrollo de fdrmacos dirigidos a la mitocondria y orgénu-
los similares como enfoque terapéutico para el tratamiento de enfermedades parasitarias
desatendidas”, para el periodo 2019-2022 (RTI2018-093940-B-100). Enlazando con este
proyecto, el Dr. Escario lidero un nuevo proyecto en la XVIII Convocatoria de ayudas para
proyectos de cooperacién que contribuyan a la consecucién de los objetivos de desarrollo
sostenible de la UCM, titulado “Fortalecimiento y desarrollo de las capacidades de inves-
tigacién para el tratamiento de las enfermedades parasitarias olvidadas y desatendidas”.
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Por ¢ltimo y demostrando la buena salud del grupo de Epidemiologia Diagnéstico y Terapia An-
tiparasitaria, en septiembre de este afio, el Ministerio de Ciencia e Innovacién ha concedido un
nuevo proyecto tfitulado "Development of new antiparasitic drugs targeting DNA duplexes and
quadruplexes", liderado por los Dres. Christophe Dardonville y Alicia Gémez Barrio con el que
se asegura la financiacién de los ensayos en quimioterapia experimental de los préximos afios.

Se ha proseguido el cribado secuencial frente a T. vaginalis de manera activa durante los
afos presentes. En este periodo ha cobrado importancia la comprensién de la manera de
actuar de los compuestos que se ensayan en el cribado secuencial. Asi pues, el estudio de
mecanismos de accién ha sido desarrollado durante la realizacién de las Gltimas tesis doc-
torales hasta la fecha actual. El estudio in silico también ha continuado su progresién mediante
la aplicacién de técnicas de docking y de modelado molecular. El grupo de Epidemiologia,
Diagnéstico y Terapia Antiparasitaria (PARADET) continua su labor en diferentes lineas experi-
mentales destacando los avances en el proceso de cribado en diferentes modelos parasitarios.

1.2. TRICHOMONAS VAGINALIS

1.2.1. Morfologia

La morfologia y tamafio de T. vaginalis varia dependiendo de las condiciones fisicoquimicas del
medio en el que se encuentran, tales como pH, temperatura, nutrientes y presién osmética. Es decir,
las condiciones fisicoquimicas pueden alterar la apariencia del pardsito (Petrin et al., 1998). T. vaginalis
se encuentra en cultivo en forma de trofozoito (carece de forma quistica), con una morfologia y
tamafio variable, una longitud promedio de 10 nm y una anchura de 7 nm (Petrin et al., 1998).
Ademds, cuando estd adherido a células del tracto genitourinario humano, su morfologia cambia
y el parésito adquiere una apariencia mds ameboide (Kucknoor et al., 2005). Aunque la forma en
cultivo es tipicamente piriforme, en forma de pera v ovalada (Figura 13), se han descrito formas re-
dondeadas en ambientes desfavorables o cultivos agotados, aunque esto es reversible una vez que
el parésito vuelve a encontrar un medio adecuado y rico en nutrientes. Estas formas redondeadas
se conocen como formas pseudoquisticas y se caracterizan por la internalizacién de los flagelos y
de la membrana ondulante (Pereira-Neves et al., 2003).

Figura 13. A) Trofozoito de Trichomonas vaginalis. Modificado de Petrin et al., 1998. B) Pseudoquiste de Trichomonas vaginalis. Tomado
de Benchimol 2008.



El citoplasma contiene un Gnico nicleo definido y se encuentra en la parte anterior del pardasito. Esté
rodeado por una envoltura nuclear porosa. El nicleo contiene el material genético del protozoo y
es responsable de controlar la divisién celular (Petrin 1998). El citoesqueleto de T. vaginalis esté
compuesto por fibras de tubulina y actina (Juliano et al., 1987). Se compone de microtibulos que
forman distintas estructuras, como la costa, el complejo pelta-axostilar y los filamentos parabasales,
que forman su citoesqueleto (Benchimol 2004). El complejo pelta-axostilar engloba al nicleo y al
aparato parabasal, el cual conecta al aparato flagelar con las vesiculas de Golgi o dictiosomas
(Benchimol et al., 2001). La costa, por su parte, se asocia al cinetosoma del flagelo recurrente, ofre-
ciendo soporte mecdnico a la membrana ondulante. El citoplasma presenta numerosas vacuolas y
vesiculas que intervienen en procesos de endocitosis, digestién-transporte, asi como ribosomas e
hidrogenosomas unidos a grénulos de glucégeno y al reticulo endoplasmético rugoso. Ademas del
conjunto de flagelos, otra estructura importante en T. vaginalis es el axostilo. Se trata de un bastén
delgado y alargado que comienza en el nicleo y atraviesa longitudinalmente el protozoo. El axostilo
se extiende desde la parte posterior del parésito hasta su extremo afilado y se cree que ayuda a
anclar al parésito a las células epiteliales vaginales. El axostilo se une en la regién anterior a la
pelta, que rodea el drea de donde emergen los flagelos anteriores (Petrin 1998; Benchimol 2004).
T. vaginalis se desplaza mediante un movimiento caracteristico sin una direccién especifica, debido
ala presencia de cuatro flagelos en su extremo anterior y un flagelo recurrente unido a la membrana
ondulante del parasito (Malli et al., 2020).

1.2.1.1. El hidrogenosoma

Este protozoo pertenece a un grupo de eucariotas unicelulares, microaeréfilos o anaerobios,
que no presentan mitocondrias convencionales, sino un tipo de orgdnulo especializado de
doble membrana llamado hidrogenosoma (Shiflett y Johnson 2010). Estos orgdnulos también
se han identificado en hongos especificos (quitridios) y ciliados (Boxma et al., 2004, 2005). Los
hidrogenosomas son pequefios y se distribuyen por el citoplasma, aunque se encuentran princi-
palmente en las dreas paraxostilar y paracostal. Son los orgdnulos encargados del metabolismo
de los carbohidratos y de la produccién de energia a través de la respiracién celular mediante
fosforilacién a nivel de sustrato, transformando piruvato y malato en ATP, acetato, CO2 e
hidrégeno (Muller 1993; Embley y Hirt 1998). Sin embargo, no lo hacen mediante fosforilacién
oxidativa como las mitocondrias ya que carecen del ciclo de écido tricarboxilico, citocromos y
miembros de los complejos I-IV, con la excepcidn de las subunidades NADH deshidrogenasa
de 51 kDa y 24 kDa (Dyall y Johnson 2000; Dyall et al., 2004; Hrdy et al., 2004). Ademds,
también estdn involucrados en otros procesos celulares importantes como la regulacién del
calcio intracelular y la apoptosis (Muller 1993). Asimismo, es el encargado de la detoxifi-
cacién de las especies reactivas de oxigeno (ROS), mediante un sistema de reduccién de
tiorredoxina de tipo bacteriano (Coombs et al., 2004). Ademds, se han identificado enzimas en
los hidrogenosomas responsables del ensamblaje de complejos de hierro-azufre (Fe-S), que
son fipicos de las mitocondrias (Tachezy et al., 2001; Dolezal et al., 2007). Sin embargo, el
organismo carece de peroxisomas y de la via de reduccién de glutatién normalmente presente
en estas. No obstante, la presencia de proteinas de tipo mitocondrial en los hidrogenosomas,
junto con similitudes en la biogénesis de ambos orgdnulos, sugiere que evolucionaron a partir
de un Unico endosimbionte a-proteobacteriano (Embley y Hirt 1998; Shiflett y Johnson 2010).
Las hipétesis propuestas difieren en si un solo evento de endosimbiosis dio lugar tanto a
hidrogenosomas como a mitocondrias a través de una evolucién divergente o si un segundo
endosimbionte adicional contribuyé a la formacién de los hidrogenosomas en T. vaginalis
(Dyall et al., 2004; Embley 2006; Shiflett y Johnson 2010). La relacién entre hidrogenosomas
y mitocondrias ha generado un intenso debate, que plantea la cuestién de si la adquisicién del
endosimbionte que dio origen a las mitocondrias pudo haber estado presente en la primera
célula eucariota. A medida que la lista de proteinas analizadas ha ido aumentando, ha
surgido el consenso de que los hidrogenosomas, mitosomas y otros orgdnulos similares a las
mitocondrias evolucionaron a partir de un Unico endosimbionte que también dio origen a
las mitocondrias (Shiflett y Johnson 2010).
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1.2.2. Ciclo biolégico

T. vaginalis se transmite por contacto sexual. En casos esporddicos se ha reportado la transmisidn
por fémites, aunque esta posible via de transmisién no estd exenta de controversia (Schwebke y
Burgess 2004). Diversos estudios parecen indicar la posibilidad de infectarse por objetos con secre-
ciones vaginales como tejidos o juguetes sexuales (Muzny et al., 2012). T. vaginalis solo existe como
trofozoito y carece de una forma de resistencia, lo que significa que no forma quistes para sobrevivir
en ambientes hostiles y solo puede vivir en un hospedador vivo o en un ambiente adecuado para
su supervivencia (Petrin et al., 1998). Este pardsito solo infecta a los seres humanos y se reproduce
en la mucosa genitourinaria del hombre y la mujer mediante criptopleuromitosis, un tipo de fisién binaria
que se caracteriza por la formacién de un huso microtubular externo al nicleo manteniéndose la
membrana nuclear (Ibéfiez-Escribano y Gémez-Barrio 2017). El protozoo infecta principalmente
el tracto urogenital femenino y masculino, donde se adhiere a las células epiteliales y causa inflamacién.
Aunque en menor frecuencia, T. vaginalis puede encontrarse en localizaciones diferentes a la
uretra y/o vagina, habiéndose aislado de gldndulas de Skene y Bartholin (Moodley et al., 2002).
La infeccién por T. vaginalis ocurre durante el contacto sexual con una pareja infectada (Petrin et
al., 1998). La transmisién vertical de madre a neonato a través del canal del parto es posible; no
obstante, la mayoria de los casos de tricomonosis neonatal son asintomdticas o se curan espontd-
neamente después de la disminucién de los niveles de estrégenos maternos en el recién nacido, a
partir de la sexta semana, o después del tratamiento con MTZ (Cudmore et al., 2004).

1.2.3. Epidemiologia

T. vaginalis es la infeccidn de transmisién sexual (ITS) no virica con mayor incidencia a nivel mundial.
Cada dia se producen mds de 1 millén de infecciones curables en todo el mundo, llegando a 376
millones de casos anuales. T. vaginalis es el agente causal de 156,3 millones de infecciones/afio,
representando casi el 42% de estas, seguido de C. frachomatis (128,5 millones), N. gonorrhoeae
(82,4 millones) y T. pallidum (7,1 millones) (WHO 2021) (Figura 14).

Figura 14. Prevalencia de ITS no viricas en millones de casos en 2021.



Debido al elevado nimero de casos asintométicos (Miller et al., 2005; Miller y Zenilman 2005), a que
no se trata de una enfermedad de declaracién obligatoria (Soper 2004; Hotez 2008) y a que una gran
parte de la poblacién afectada por esta infeccién se encuentra en paises en vias de desarrollo o
en regiones con bajos recursos econémicos (Sutton et al., 2007), es considerada una enfermedad
olvidada ligada a la pobreza (Hotez 2008; Hotez y Gurwith 2011). Esto hace que las cifras reales
sobre la prevalencia de esta infeccién estén infravaloradas (Van der Pol 2007; WHO 2011).

Esta ITS se asocia a diferentes factores sociales, econémicos y culturales. La mayor parte de los
casos se producen en mujeres, y es significativamente mds prevalente en adultos y adolescentes
de raza negra respecto a otros grupos étnicos. La promiscuidad sexual y la drogadiccién son otros
factores sociales que influyen en la prevalencia de este protozoo (Johnston y Mabey 2008; Rogers
et al., 2014). También se han observado diferencias en la prevalencia de la enfermedad en funcién
del nivel tanto econémico como educativo de la poblacién, y de la edad. Llama la atencién que
la tricomonosis es mds comdn en mujeres de mayor edad y con una incidencia media superior a
otras ITS (Patel et al., 2018). La tricomonosis se asocia frecuentemente con otras patologias geni-
tourinarias, como la coinfeccién con Chlamydia (Allsworth et al., 2009; WHO 2021), con el virus
del herpes simple (VHS) tanto tipo 1 como tipo 2, con N. gonorrhoeae (Schwebke y Hook 2003),
vaginosis bacteriana (Sefia et al., 2007) y con el virus del papiloma humano (VPH) (Noel et al.,

2010), especialmente las infecciones con los tipos virales més oncogénicos, como las cepas 16 y
18 (Belfort et al., 2021).

Al igual que otras ITS, la tricomonosis aumenta
significativamente el riesgo de infeccién y trans-
misién del virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH) (Kissinger et al., 2013). Diversos estudios
muestran que en los pacientes infectados con T. va-
ginalis el riesgo de infectarse por VIH-1 aumenta
de 1,5 a 3 veces (Shdfir et al., 2009; Bachmann et
al., 2011; Masha et al., 2018). Otros estudios han
demostrado que el tratamiento efectivo de la tri-
comonosis reduce el riesgo de contagio del VIH
(Kissinger et al., 2009). En cuanto a la transmisién
del VIH en personas coinfectadas con T. vaginalis,
la evidencia directa es limitada, aunque la presen-
cia del pardsito se asocia con una mayor carga
viral a nivel genital (Kissinger et al., 2009). En su
articulo de revisién el equipo de Kissinger encon-
traron que, de catorce estudios, siete demostraban
una mayor probabilidad de excrecién del VIH en
los fluidos genitales en personas coinfectadas con
VIH y T. vaginalis en comparacién con personas
infectadas por VIH sin coinfeccién (Kissinger et
al., 2013).

La mayor susceptibilidad a la infeccién por VIH puede explicarse por diferentes razones. Primero, la res-
puesta inflamatoria provocada por la infeccién de T. vaginalis favorece y activa la aparicién de linfocitos
CD4+ en la mucosa genital. En segundo lugar, T. vaginalis deteriora la barrera mecénica frente a VIH
al producir microhemorragias en las mucosas (Guenthner et al., 2005). La integridad y salud de la mucosa
cervico-vaginal es un gran mecanismo de proteccién frente a VIH, ya que el riesgo de transmisidn en un solo
contacto sexual entre un individuo infectado y una pareja sana es inferior al 1% (Thurman y Doncel 2011).

229



230

Por ¢ltimo, la infeccién por T. vaginalis puede alterar la microbiota vaginal fisiolégica, compitiendo con
las diferentes especies de Lactobacillus, disminuyendo la defensa natural contra organismos invasores
denominada “resistencia a la colonizacién” (Eckburg et al., 2005) y provocando un aumento del pH
vaginal por encima de 5 (Martin et al., 2010) lo que favorece la colonizacién de la vagina por
bacterias anaerobias (Wijgert et al., 2014) y facilita el desarrollo de vaginosis bacteriana, infecciones
viricas (como el propio VIH) y parasitarias (Boris y Barbés 2000; Martin et al., 2010). Cabe desta-
car que la biota vaginal puede sufrir modificaciones en funcién de la edad, siendo mds comin en la
edad prepuberal los microorganismos anaerobios mientras que en la edad reproductiva predominan
los Lactobacillus spp. Durante esta etapa, la mujer puede desarrollar alguna de las cinco variedades
de comunidades bacterianas vaginales que estén descritas. Cuatro de estas comunidades estdn pre-
dominantemente compuestas por distintas especies de Lactobacillus como L. crispatus, L. gasseri, L. iners
y L. jensenii. No obstante, existe una comunidad que se caracteriza por tener una menor presencia de
bacterias productoras de écido lactico y una mayor proporcién de organismos anaerdbicos estrictos.
Las comunidades vaginales con predominancia de Lactobacillus generan dcido ldctico, contribuyendo
a sostener un pH vaginal écido y bajo. Este ambiente écido es esencial para inhibir el desarrollo de
patégenos. En contraste, las comunidades que presentan menores niveles de bacterias productoras de
d4cido lactico y mayores concentraciones de organismos anaerdbicos estrictos tienden a tener un pH mds
elevado, lo que podria incrementar la susceptibilidad a infecciones (Ravel et al., 2011). Las hormonas
también afectan a la biota, dependiendo del ciclo reproductivo de la mujer, habiendo diferencias en la
composicién en el embarazo, el ciclo menstrual y en procesos patolégicos como las ITS (Lamont et al.,
2011), asi como el uso de anticonceptivos y la actividad sexual (Gaijer et al., 2012). En la menopausia,
al disminuir los niveles de estrégenos, se produce de nuevo una modificacién de la microbiota, siendo
predominante Streptococcus spp. y Prevotella spp. (Brotman et al., 2014).

1.2.4. Patogenia

T. vaginalis es un patégeno extracelular que se adhiere a las células epiteliales del hospedador
para no ser eliminado por las diferentes secreciones vaginales y uretrales, siendo un mecanismo
esencial para poder establecer la infeccién. Este protozoo también posee mecanismos para lisar
y alimentarse de las células del hospedador (Ryan et al., 2011). La patogenia de T. vaginalis es
un proceso complejo que se inicia cuando el protozoo entra en contacto con la mucosa vaginal y
comienza a adherirse a las células epiteliales mediante el uso de sus flagelos y otras moléculas de
adhesién presentes en su superficie que provocan cambios en la estructura y funcién de la célula
hospedadora. Andlisis de microscopia electrénica sugieren que la adhesién de T. vaginalis a las
células del hospedador también desencadena una reorganizacién del citoesqueleto (Kucknoor et
al., 2005). Esta interaccién entre T. vaginalis y las células epiteliales del tracto urogenital es crucial
para la patogénesis del parésito (Arroyo et al., 1992). Para establecer la infeccién, ademés de
mediar el contacto con las células epiteliales del hospedador, también debe evadir la respuesta
inmunitaria de este y competir con la microbiota vaginal. A esto hay que afiadir que el pardsito
también puede convivir con endosimbiontes, como dos especies de Mycoplasma'y virus del género
Trichomonasvirus (TVV).

1.2.4.1. Endosimbiontes
A) TVV

Se han descrito 5 cepas de TVV presentes en T. vaginalis (I, II, 11l IV, V) que contribuyen
a la patogénesis de este pardsito (Fichorova et al., 2017; Manny et al., 2022). Se ha de-
mostrado que los pardsitos infectados por TVV presentan mayor nivel de citoadherencia
respecto a los que no lo presentan, siendo significativamente mds alto en el caso de TVV-2
(Fraga et al., 2012). Se cree que la presencia con TVV aumenta la expresién de genes
de virulencia del pardsito, como la proteina de superficie P270, altamente inmunogénica
(Khoshnan y Alderete 1994) y la expresién de cistein proteasas (CP), importantes tanto en
la adhesién como en la citotoxicidad de T. vaginalis (Ryan et al., 2011; Fichorova et al., 2017).



Aunque algunos estudios han observado cierta correlacién entre la sintomatologia clinica més
agresiva y la presencia de TVV en los aislados (Wendel et al., 2002; Fraga et al., 2012), otros
trabajos contradicen estas observaciones (Bahadory et al., 2021). Ademds, se ha demostrado
que TVV aumenta intensamente la respuesta proinflamatoria mediada por el receptor tipo toll
(TLR-3) y el factor regulador del interferén (IRF-3) (Fichorova et al., 2012), de manera que los
aislados que presentan TVV inducen de manera mds eficiente la produccién de mediadores
proinflamatorios de la respuesta inmune (Graves et al., 2019). En este sentido, el tratamiento con
MTZ de T. vaginalis con TVV, puede provocar que los trofozoitos liberen particulas virales que
activan la via de sefalizacién endosomal intensificando la respuesta inflamatoria, aumentando
la expresién de la proteina inflamatoria de macréfagos-3 (MIP-3a), la quimiocina IL-8 o la
interleucina IL-16 entre ofras. Todo ello contribuye a agravar la patologia inflamatoria derivada
de la infeccién por T. vaginalis (Fichorova et al., 2012), ademés de estar asociado a situaciones
de parto prematuro (Fichorova et al., 2009).

B) Micoplasmas

Desde finales del siglo XX se conoce la asociacién entre T. vaginalis y diferentes micoplasmas,
destacando entre ellos Mycoplasma hominis (Koch et al., 1997), el microorganismo autorrepli-
cante més simple conocido (Margarita et al., 2023). M. hominis habita el tracto genitourinario
humano y se caracteriza por obtener energia exclusivamente de la degradacién fermentativa de
la arginina libre, y al igual que otros micoplasmas, depende en gran medida del metabolismo
de la célula hospedadora. Este simbionte ingresa en T. vaginalis por endocitosis, y se reproduce
en su citoplasma de manera coordinada (Vancini y Benchimol 2008). T. vaginalis y M. hominis
comparten la via de metabolismo de la arginina mediada por la arginina dihidrolasa (ADH) que
utilizan para producir ATP, ornitina y amoniaco (Yarlett et al., 1996; Margarita et al., 2016). Esta
via es una fuente energética importante para los micoplasmas y fundamental para este endosim-
bionte (Pereyre et al., 2009). T. vaginalis puede usar esta ruta para obtener hasta un 10% de
su energia, siendo especialmente importante en condiciones de escasez de glucosa (Margarita
et al., 2016). Esto explica por qué cuando ambos microorganismos se encuentran en simbiosis,
se produce un consumo mayor de la arginina libre, lo que a su vez aumenta la produccién de
ATP (Yarlett et al., 1996; Margarita et al., 2016) y la disminucién del éxido nitrico (NO) libre
por parte de los macréfagos (ya que requieren arginina para sintetizarlo), y un aumento de la
ornifina intracelular de hasta 16 veces (Morada et al., 2010). Esto se traduce en un crecimiento
de hasta un 20% més répido que en T. vaginalis sin el endosimbionte (Margarita et al., 2016).
Todos estos aspectos benefician el establecimiento y desarrollo de este protozoo y estd aso-
ciado a una mayor citopatogenicidad del parésito (Margarita et al., 2016) y un aumento de las
complicaciones asociadas a T. vaginalis durante el embarazo, como la ruptura prematura de
membranas, el parto prematuro y el bajo peso al nacer (Fichorova et al., 2009). Al igual que se
ha observado con TVV, ciertas moléculas de superficie de M. hominis activan los receptores TLR
induciendo una respuesta inmunitaria mediada por citocinas proinflamatorias de manera mds
efectiva que el aislado en solitario, aumentando la produccién de IL-8 e IL-6 por los macréfagos
y desencadenando una respuesta celular al promover la activacién de NF-kB a través de la
expresidn exclusiva de IL-23 por accién de aislados con M. hominis (Mercer et al., 2016).

Se ha identificado otro micoplasma, Candidatus Mycoplasma girerdii que se encuentra
frecuentemente en infecciones con T. vaginalis, con una prevalencia del 63% (Fettweis et

al.,, 2014).
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1.2.4.2.

1.2.4.3.

Se ha propuesto que Candidatus pueda ser un simbionte obligado de T. vaginalis (Margarita
et al., 2023) ya que carece de mecanismos para realizar la glucogénesis, el ciclo de Krebs y
sintetizar purinas, pirimidinas y aminodcidos. Ademds, a diferencia de M. hominis, carece de la
capacidad de metabolizar arginina, ya que no presenta la enzima ADH. Sin embargo, si
que codifica factores de virulencia, como la colagenasa, la hemolisina y la endopeptidasa
(Fettweis et al., 2014). Al igual que M. hominis, este micoplasma se asocia con un aumento
del metabolismo del protozoo lo que provoca un aumento en su proliferacién, ademds de
favorecer la citoadhesién y capacidad citolitica del pardsito (Margarita et al., 2023).

Importancia del lipofosfoglicano (LPG)

Ciertas moléculas especificas presentes en la superficie del pardsito y en las células del hospedador
juegan un papel clave en la adherencia y citotoxicidad del protozoo. Entre ellas destaca el
lipofosfoglicano de superficie del parésito (LPG) (Okumura et al., 2008). El LPG de T. vaginalis
es un carbolipido puro (sin componente peptidico) que se encuentra anclado en la superficie
del pardsito a través del inositol-fosfoceramida. A diferencia del LPG de otros pardsitos (como
Leishmania), el LPG de T. vaginalis no sufre cambios estructurales durante el desarrollo de este
(Singh et al., 2009). Desde su descubrimiento como el glicoconjugado més abundante en la
superficie del protozoo (2-3 x 106 copias/pardsito), el LPG de T. vaginalis ha sido objeto
de extensos estudios debido a su papel en la adherencia del trofozoito a las células epiteliales
(Singh et al., 2009; Ryan et al., 2011). Se ha observado que existe una relacién dosis-respuesta
entre el LPG de T. vaginalis y la adherencia del pardsito (Fichorova et al., 2006). Ademds, los
mutantes sin LPG han demostrado una disminucién en la adherencia a las células epiteliales
ectocervicales humanas (Bastida-Corcuera et al., 2005; Okumura et al., 2008). El LPG se une
a la galectina-1 de la célula hospedadora (Okumura et al., 2008). Las galectinas son una
familia de glicoproteinas que contienen uno o dos dominios de reconocimiento de carbohi-
dratos con afinidad a oligosacdridos de galactosa (B-galactésidos) que han evolucionado de
manera conservada (Rabinovich y Gruppi 2005). Se ha comprobado que las células epiteliales
liberan galectina-1 y galectina-3 tras la infeccién por T. vaginalis. Estas proteinas poseen
funciones inmunitarias opuestas, ya que galectina-1 suprime las respuestas de los leucocitos a
los estimulos inflamatorios mientras que la galectina-3 las favorece (Rabinovich y Gruppi 2005;
Nieminen et al., 2008). Estas galectinas son las responsables de la modulacién de la respues-
ta inflamatoria en las células epiteliales vaginales (Fichorova et al., 2008). Por otro lado, se
ha comprobado que el LPG desencadena una respuesta inflamatoria especifica y que regula
selectivamente la produccién de quimiocinas como la IL-8 y la proteina inflamatoria MIP- 3a
por las células epiteliales cervicales y vaginales humanas, de manera independiente del TLR-4
(Fichorova et al., 2006).

Papel de las adhesinas

Ademds del LPG, el parésito presenta una serie de proteinas (adhesinas), que median también
en el proceso de adhesién del pardsito a las células epiteliales demostrdndose que su presencia
estd relacionada con niveles mds altos de citoadherencia del protozoo. Ente ellas destacan la
AP23, AP33 AP51, AP65 y AP120 (Arroyo et al., 1992; Garcia y Alderete 2007; Ryan et al.,
2011). Estas adhesinas son proteinas bifuncionales que desempefian diversos papeles en
el metabolismo del protozoo cuando no son expresadas en la superficie celular. Asi pues,
AP120 se corresponde con la enzima piruvato:ferredoxina oxidorreductasa (PFOR) (More-
no-Brito et al., 2005), AP45 con la enzima mdlica (O “Brien et al., 1996) y AP33 y AP51
con las subunidades a y B respectivamente de la succinil coenzima A sintetasa (Alderete
et al., 1998; Enbring y Alderete 1998). La expresién de estas adhesinas en la membrana
externa se produce en respuesta al contacto del pardsito con las células epiteliales vagina-
les, lo que coincide con un cambio en la forma del trofozoito hacia una forma ameboide.
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Después de la adherencia inicial, los trofozoitos de T. vaginalis reclutan més pardsitos, formando
agregados notables de células ameboides en la superficie epitelial (Arroyo et al., 1992). Destaca
la importancia de la proteina de superficie AP65, ya que se ha observado como anticuerpos
IgG anti-AP65 del suero inhiben la citoadherencia de T. vaginalis, cosa que no ocurre con otras
adhesinas (Garcia et al., 2003). Esta proteina también es importante en novedosos métodos
diagnésticos para la deteccién de esta infeccién (Li et al., 2020). Los genes que codifican estas
proteinas, a excepcién de AP51, son regulados al alza a nivel transcripcional por la presencia de
hierro, que es considerado un mediador esencial en el crecimiento del parésito y un factor clave
en su virulencia (Ryu et al., 2001). Otros estudios han demostrado la capacidad de las proteinas
AP51 y AP65 de unirse al hierro de la hemoglobing, lo que sugiere que T. vaginalis podria utilizar
estas biomoléculas como fuentes de hierro (Garcia et al., 2003; Ryan et al., 2011).

Otras proteinas implicadas en la adhesién

Durante la dltima década se han identificado diferentes factores implicados en la adhesién y
patogenia de T. vaginalis. En los ensayos realizados por Mufioz et al. (2012), la inhibicién de
la fosfatasa TvPP1g por caliculina A 'y el empleo de suero anti-TvPP1g redujeron la adherencia
del parésito a células Hela en un 50% (Mufioz et al., 2012). Ademds, segin estudios realizados
por Miranda-Ozuna entre otros, la triosa fosfato isomerasa (TvTFl), una enzima glucolitica de T.
vaginalis, se une a laminina y fibronecting, lo que sugiere que TVIFI podria desempefiar un papel
en la adherencia a la matriz extracelular durante la infeccién (Miranda-Ozuna et al., 2016).
También la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, ademds de su papel en el metabolismo
energético, se ha demostrado que estd involucrada en la citoadherencia cuando se localiza en
la membrana del pardsito (Lama et al., 2009).

Hay otro grupo de proteinas que,
aunque también inferviene en pro-
cesos de adhesién, tienen un papel
muy relevante en el efecto citotd-
xico sobre las células epiteliales:
las cistein proteasas (CP). Algunas
como la CPé5 se localizan tanto en
la membrana plasmética como en
el citoplasma. En este caso, se ha
comprobado que los anficuerpos
frente a esta proteina reducen sig-
nificativamente la citotoxicidad del
pardsito frente a células Hela, lo
que indica que CP65 estd implica-
da en el dafio celular causado en la
infeccién (Alvarez-Sanchez et al.,
2000). Otra proteina de este grupo
es la CP30, que ademds de parti-
cipar en los procesos de adhesién,
es capaz de producir toxicidad en
células epiteliales, lo que favorece
el establecimiento del pardsito en
la mucosa vaginal (Kummer et al.,

2008).
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1.2.4.5. Respuesta inmune frente a T. vaginalis

Se ha comprobado que las cistein proteasas como la CP30 degradan los anticuerpos IgG, IgM
e IgA, y ejercen un efecto citotéxico en las células epiteliales vaginales, asi como en las células
inmunitarias de la mucosa (Sommer et al., 2005). Por otro lado, las cistein proteasas inducen
una respuesta inflamatoria, al estimular la IL-8, los leucotrienos, las especies reactivas de nitré-
geno y la enzima éxido nitrico sintasa inducible (INOS) (Ryu et al., 2004; Fichorova 2009). La
quimiocina IL-8 tiene importancia en la respuesta inmune del hospedador frente a T. vaginalis,
liberada tras el reconocimiento de la LPG presente en la superficie del parésito (Fichorova et al.,
2016) por la galectina. La interaccién LPG-galectina parece tener una gran importancia en la
sefializacién inmunoldgica provocada por la infeccién por este protozoo (Vasta 2012).

Por Gltimo, es interesante resaltar que T. vaginalis puede atacar las células epiteliales mediante
un mecanismo denominado trogocitosis, similiar al de Entamoeba histolytica (Midlej y Benchimol
2010). La trogocitosis es un mecanismo de ingestién celular mediante el cual una célula engulle
y digiere a otra, adquiriendo los nutrientes y biomoléculas de esta. A diferencia de la fagocitosis,
que implica la ingestiéon completa de la célula objetivo, en la trogocitosis solo se engloban partes
especificas de esta. T. vaginalis puede utilizar ambos mecanismos de citotoxicidad frente a las

células del hospedador (Nakada-Tsukui y Nozaki, 2021).

1.2.4.6. Los exosomas de T. vaginalis

También se ha estudiado el papel de los exosomas en la patogenia de T. vaginalis. Estas ve-
siculas extracelulares contienen una variedad de moléculas como proteinas, lipidos y dcidos
nucleicos (Ong et al., 2022) y pueden fusionarse con las células del hospedador prepa-
randolas para la adherencia del pardsito, afectando a la expresién de diferentes proteinas.
Estos exosomas al ser incorporados por las células epiteliales pueden inducir su muerte ce-
lular o la activacién de vias de sefializacién celular. También pueden desempefiar un papel
en la patogénesis de T. vaginalis al modular la respuesta inmunitaria del hospedador como
la induccién de citoquinas y quimiocinas proinflamatorias como IL6 o IL8 (Twu et al., 2013).
Estudios recientes también parecen indicar que estos exosomas podrian contener TVV, al
encontrarse proteinas de la cdpside viral en el interior de esas vesiculas, lo que sugiere que
podria ser otra posible via de transmisién de estos virus entre T. vaginalis (Ong et al., 2022).

1.2.5. Diagnéstico

El método de diagnéstico directo en la identificacién de T. vaginalis ha sido tradicionalmente el
examen microscépico en busca de trofozoitos méviles en una muestra de exudado vaginal o endo-
cervical en el caso de mujeres (Bachmann et al., 2011; Hobbs y Sefia 2013), o muestras uretrales,
de orina o semen en el caso de hombres. Si bien el examen en fresco de la muestra es econémico
y répido, su uso se limita por su baja sensibilidad, que varia del 44 al 68%, en comparacién con el
cultivo o con métodos basados en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Patil et al., 2012;
Hobbs y Sefia 2013). Este porcentaje disminuye si la infeccidn tiene una baja carga parasitaria
(Garber 2005) o si se produce un retraso entre la toma de muestra y el examen microscépico (hasta
un 20% por cada 10 minutos de demora) (Kingston et al., 2003). Ademds, se ha demostrado que
las infecciones causadas por aislados mds invasivos de T. vaginalis pueden escapar a la deteccién
por métodos de diagnéstico rutinarios, debido a la invasién agresiva y mds profunda de la mucosa
vaginal, reduciéndose su localizacién de manera exclusiva en la luz vaginal. Esto indicaria que las
infecciones causadas por aislados mds patogénicos podrian estar infradiagnosticadas (Escario et
al., 2010).



El cultivo es considerado el estdndar para el diagnéstico de la tricomonosis, con una sensibilidad
estimada de entre el 81- 94% (Garber 2005; Bachmann et al., 2011). El cultivo en medio Diamond
es el método tradicional utilizado para el aislamiento de T. vaginalis (Diamond 1957; Garber et
al., 1987). Consiste en introducir las muestras (secreciones vaginales en mujeres; hisopo uretral,
sedimento de orina o semen en hombres) con sospecha de infeccién por T. vaginalis en el medio
de cultivo y observarlo al microscopio durante 5-7 dias consecutivos, con el fin de visualizar los
trofozoitos o las formas pseudoquisticas del protozoo. Sin embargo, la contaminacién con bacterias
vaginales es comin, lo que hace que esta técnica sea dificil (Garber 2005), ademas de requerir de
mayor tiempo que otras pruebas diagndsticas.

El genoma de T. vaginalis contiene secuencias de ADN repetidas y altamente conservadas que son
loci atractivos para las pruebas de amplificacién de dcidos nucleicos (NAATs), ya que proporcionan
un mayor nimero de copias por célula, mejorando la sensibilidad y los limites de deteccién (Bandea
et al., 2013). A pesar de que la técnica de PCR implica la necesidad de personal altamente capaci-
tado, asi como de equipos y reactivos mds costosos que otros métodos alternativos, es considerado
un método altamente sensible y rdpido en el diagnéstico del protozoo. Para las pruebas de PCR
especificas de T. vaginalis, se evaltan diferentes genes, entre los cuales destacan el gen de la beta-
tubuling, el cual ha demostrado una sensibilidad del 97% y una especificidad del 98% (Madico et al.,
1998; Simpson et al., 2007) y el gen del ARNr 18S con sensibilidad y especificidad cercana al 100%
(Simpson et al., 2007; Bandea et al., 2013). Ademds, existen test rdpidos aprobados por la FDA para
el diagnéstico répido de T. vaginalis, como la inmunocromatografia OSOM® Trichomonas Rapid Test
(Sekisui Diagnostics), aunque su uso estd aprobado Unicamente para muestras vaginales (Campbell et
al., 2008). La prueba Solana® (Quidel) y AmpliVue Trichomonas (Quidel), también aprobados por la
FDA, detecta ADN y presentan muy buena especificidad y sensibilidad (Gaydos et al., 2016, 2017).
Aptima T. vaginalis (Beckton Dickinson) se usa para detectar ADNr 18S del protozoo, aunque no es
considerado un test répido (Schwebke et al., 2011).

1.2.6. Sintomas clinicos

La presentacién clinica de T. vaginalis varia en funcién del género y la presencia o ausencia de sinto-
mas. Se estima que el 85% de las mujeres y el 77% de los hombres con T. vaginalis son asinfomdticos
al comienzo de la infeccién (Sena et al., 2007; Sutton et al.,, 2007; WHO 2021b). Sin embargo,
aproximadamente la mitad de las mujeres asintométicas pueden volverse sintomdticas en un plazo de
6 meses (Petrin 1998). Las infecciones no tratadas pueden durar desde meses hasta afios (Peterman
et al., 2009). Los sinftomas en mujeres incluyen eritema vaginal, dispareunia, disuria, secrecién vaginal
(a menudo difusa, maloliente y de color amarillo-verde), irritacién vulvar, prurito en la regidn genital
y colpitis macularis o “cérvix con apariencia de fresa” que se observa tras el examen pélvico en un
5% de los casos y que aumenta al 50% al realizar una colposcopia (examen del cuello uterino). Los
hombres pueden presentar uretritis, epididimitis, prostatitis y disminucién de la motilidad espermética
(Wglner-Hanssen et al., 1989; Moodley et al., 2002). Entre las complicaciones que pueden desarrollar
las mujeres infectadas por T. vaginalis destacan el mayor riesgo de desarrollar enfermedad inflamatoria
pélvica, especialmente en mujeres coinfectadas con VIH (Moodley et al., 2002). T. vaginalis también se
asocia con una probabilidad 2,1 veces mayor de desarrollo de céncer de cuello uterino (Yang et al.,
2018). Otros estudios afirman que también existe asociacién entre el protozoo y el cancer de préstata,
aunque esta relacién no presenta significacién estadistica en todos los estudios (Najafi et al., 2019).

En cuanto a la relacién entre T. vaginalis y el embarazo, se han publicado dos metaandlisis que
proporcionan evidencia de que este protozoo se asocia con problemas durante la gestacién y con
una probabilidad 1,4 veces mayor de complicaciones como bajo peso al nacer, parto y ruptura
prematura de membranas (Silver et al., 2014; van Gerwen et al., 2021). Un estudio ha relacionado
la infeccién materna por este protozoo y la discapacidad intelectual en nifios nacidos de madres
infectadas, aunque no hay estudios adicionales publicados sobre este tema (Mann et al., 2009).
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Aunque es rara, se han descrito casos de infeccién neonatal por T. vaginalis. Se cree que el contacto
directo con el pardsito en el tracto genitourinario materno durante el parto puede ser la causa de
la infeccién. En los neonatos infectados se identifica el protozoo en secreciones vaginales, en orina
y en aspirados traqueales. T. vaginalis puede provocar infecciones neonatales en las vias respiratorias y
urinarias, y aumenta el riesgo de desarrollar infecciones bacterianas concomitantes (Carter et al.,

2008; Schwandt et al., 2008; Trintis et al., 2009).

La infeccién por T. vaginalis modifica la microbiota
vaginal, que en mujeres sanas suele estar poblada
de Lactobacillus spp. que, mediante la produccién
de dcido ldctico, mantienen el pH vaginal en el ran-
go de 3,5 - 4,5, lo que protege frente a infecciones
virales, bacterianas y protozoarias. Cabe destacar
que la presencia del parésito puede ocurrir en el
contexto de un pH vaginal normal (Petrin 1998).
T. vaginalis modifica esta biota vaginal y compite
con Lactobacillus spp. provocando un aumento del
pH a mds de 5, al disminuir la cantidad de écido
l&ctico producido (Boris y Barbés 2000; Martin et
al,, 2010).

1.2.7. Tratamiento

El MTZ es un medicamento sintético perteneciente a la clase de los 5-NI, considerado como el pilar
del tratamiento de infecciones anaerobias en todo el mundo, por lo que se encuentra dentro de los
"medicamentos esenciales" establecidos por la FDA. Fue desarrollado en 1959 por Cosar y Julou
(Cosar y Julou 1959) especificamente para tratar la tricomonosis, ITS frente a la que no existian
tratamientos eficaces. La estructura basica del MTZ deriva del 2-nitroimidazol, o azomicina (Maeda
et al.,, 1953). Este fdrmaco ha demostrado ser muy efectivo frente T. vaginalis, G. duodenalis (Schneider
1961) y E. histolytica (Powell et al., 1966), asi como frente a bacterias anaerobias y microaeréfilas
como Clostridium spp. (Freeman et al., 1968), Fusobacterium fusiforme (Fizi y Csukds 1969),
Bacteroides fragilis (Nastro y Finegold 1972) y Helicobacter pylori (Smith y Edwards 1995). Aunque
existen varios fdrmacos de la familia de los 5-NI disponibles, el MTZ es el mas utilizado (Sherrard
et al., 2014) debido a su bajo coste. El TNZ es una alternativa terapéutica al MTZ, presenta mejor
biodisponibilidad en tejidos (Viitanen et al., 1985), tiene una vida media aproximadamente un 70%
mayor que la del MTZ (12,5 horas), alcanza niveles mas altos en suero y produce menos efectos
secundarios gastrointestinales (Wood et al., 1975; Viitanen et al., 1985). Sin embargo, resulta més
caro y no se encuentra aprobado en muchos paises (Bachmann et al., 2011). Varios estudios han
demostrado que la terapia con TNZ tiene una tasa de fracaso igual o menor que la terapia con MTZ
(Nailor y Sobel 2007; Sherrard et al., 2014), lo que sugiere que TNZ podria ser mds eficaz que
el MTZ en el tratamiento de esta infeccién (Gabriel et al., 1982; Forna et al., 2003; WHO 2021b).

El tratamiento de eleccidn frente a T. vaginalis ha sido histéricamente una Gnica dosis oral de 2 g de MTZ
(Muzny y Schwebke 2013). Sin embargo, nuevas directrices de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) recomiendan el tratamiento de mujeres con MTZ en dosis de 500 mg dos veces al dia durante
una semana (WHO 2021b). Esta modificacién de la posologia es debida a estudios que demostraron
que la proporcién de mujeres tratadas y que volvieron a dar positivo a T. vaginalis transcurrido un mes
desde el tratamiento se redujo a la mitad con el uso de mdltiples dosis respecto a la dosis Unica (Kissinger
2010, 2017). Esta misma posologia también se ha recomendado en mujeres VIH positivo (Kissinger et
al., 2013, 2022). No hay estudios sobre el efecto de una posologia multiple del MTZ en hombres, por lo
que el tratamiento recomendado sigue siendo la dosis Unica de 2 g de MTZ, independientemente de si
hay o no coinfeccién con VIH (Kissinger et al., 2013; WHO 2021b, Kissinger et al., 2022). El gel intra-
vaginal de MTZ tiene una eficacia limitada y, por lo tanto, no se recomienda. El TNZ en dosis Unica de
2 gramos es el tratamiento alternativo en casos de fallo del MTZ (Muzny y Schwebke 2013) (Tabla 2).



MTZ 500 mg por via oral, 2 veces al dia, 7 dias
MTZ 2 g por via oral en una sola dosis

TNZ 2 g por via oral en una sola dosis

Tabla 2. Tratamiento de la fricomonosis recomendada por la OMS (2021).

La actividad de estos farmacos depende de la reduccién de su grupo nitro, ejerciendo su actividad
antiparasitaria mediante la alteracién del sistema redox del protozoo. Tras la difusién pasiva del
farmaco al interior del pardsito y del hidrogenosoma, se generan aniones nitrorradicales y otros
intermediarios reactivos reducidos (Figura 15) (Dunne et al., 2003). Aunque no se conoce el mecanismo
exacto por el cual estos compuestos ejercen su accién, se sabe que inhiben la tioredoxina reductasa de
T. vaginalis (TvIrxR) (Leitsch et al., 2009), formando aductos con residuos de cisteina de proteinas (como
con la propia TvIrxR) y con grupos tiol libres presentes en la célula. Todo ello provoca una perturbacién
en el equilibrio redox del protozoo y compromete su viabilidad (Leitsch 2017). A pesar de su uso ex-
tendido a lo largo del tiempo en diferentes patologias, el MTZ ha seguido siendo un fdrmaco confiable
para el tratamiento de la mayoria de infecciones tanto de patégenos anaerobios como microaerdfilos,
a diferencia de ofros antimicrobianos frente a los que se han desarrollado resistencias mds rdpidamente
(Holmes et al., 2016). Esto es debido a su mecanismo de accién pleiotrépico, es decir, multidiana, lo que
hace dificil la aparicién de resistencias en comparacién con antibidticos monodiana. Sin embargo, no
estd exento de la aparicién de estas, debido a mecanismos de reoxidacién en condiciones aerobias de
los radicales activos del MTZ (Rasoloson et al., 2001).

Debido a su reactividad con el ADN (LaRusso et al., 1978), el MTZ se asocié desde el principio con
propiedades carcinogénicas y teratogénicas (Voogd 1981). Se observé que era carcinogénico en
roedores a dosis altas y en periodos prolongados de tiempo. Sin embargo, en humanos el resultado
fue menos claro, aunque si se ha podido establecer que en tratamientos a corto plazo no hay actividad
carcinogénica (Dobids et al., 1994; Falagas et al., 1998). No obstante, estudios mds recientes no
permiten descartar totalmente su papel como carcinégeno (Friedman et al., 2009). Con todo ello,
aunque no se ha podido establecer el efecto teratogénico del MTZ (Koss et al., 2012), su capacidad
para atravesar la barrera placentaria y para ser secretado en leche materna, hace que el MTZ sea
categorizado como un farmaco de Categoria B, no recomendéndose su uso en el embarazo ni en
lactancia (Cudmore et al., 2004). La seguridad del TNZ en mujeres embarazadas no ha sido eva-
luada adecuadamente y también se ha observado su excrecién en leche materna, recomendando
posponer la lactancia hasta 72 horas tras la toma del TNZ (Cudmore et al., 2004). Las reacciones
adversas documentadas a la administracién de estos farmacos incluyen fiebre, urticaria, alteraciones
neuroldgicas, angioedema y shock andfildctico (Knowles et al., 1994; Asensio-Sanchez et al., 2008).
Ademds, se ha descrito hipersensibilidad mediada por IgE al MTZ, que con frecuencia ocurre en
conjunto con la hipersensibilidad al TNZ, debido a la similitud estructural de los compuestos (Helms et
al., 2008). En estos casos, los pacientes deben ser sometidos a métodos de desensibilizacién al MTZ,
que consiste en administrar dosis crecientes del fé&rmaco para favorecer la tolerabilidad al mismo bajo
estricto control hospitalario (Gendelmal et al., 2014). En el caso de que estos métodos no funcionen,
se recurre al uso de la paromicina (Nyirjesy et al., 1998) o el 4cido bérico (Muzny et al., 2012) como
tratamiento tépico de la tricomonosis.



238

Figura 15. Reduccién secuencial del grupo nitro de los farmacos 5-NI.

1.2.7.1. Mecanismo de accién del MTZ

El MTZ es absorbido por difusién pasiva en forma de profdrmaco (Edwards 1993). Su actividad
comienza cuando el grupo nitro se reduce, transforméndose en intermediarios reactivos (Dunne
et al., 2003) capaces de reaccionar con diversas biomoléculas presentes en la célula (Miller
y Gorrell 1983). Sin embargo, no estd claro qué intermediario metabdlico es el principal
responsable de la actividad. Es importante destacar que el potencial de reduccién redox del
MTZ es muy bajo (-486 mV) (Smith y Edwards 1995), lo que resulta en una reduccién minima
del farmaco en aerobios, ya que es menor que el potencial de reduccién redox de NADPH
y NADH (aproximadamente -320 mV cada uno). Cabe destacar que el TNZ y el secnidazol
poseen potenciales redox mayores que el MTZ y por tanto son mds fdcilmente reducibles,
por lo que pueden actuar mejor en asilados resistentes. Ademds, en presencia de oxigeno,
la forma aniénica del MTZ puede volver a oxidarse en una reaccién redox ciclica (Mason y
Holtzman 1975), generando aniones superéxido y restaurando el profarmaco. Esto no sucede
en el caso de organismos microaerdfilos y anaerobios, donde las concentraciones intracelu-
lares de oxigeno son inferiores y existen abundantes factores capaces de reducir al MTZ a
su forma téxica. La enzima inicialmente propuesta como relevante en la reduccién del MTZ
fue la piruvato:ferredoxina oxidoreductasa (PFOR) (Lindmark y Miller 1976). Esta enzima
transfiere electrones a través de grupos de hierro y azufre, desde el piruvato a la proteina
transportadora de electrones ferredoxina, la cual también contiene grupos de hierro y azufre.
La ferredoxina, con un potencial de reduccién medio muy bajo (-430 mV), puede transferir
electrones al grupo nitro del MTZ, generando aniones nitrorradicales (Moreno et al., 1983,
1984; Chapman et al., 1985; Lloyd y Pedersen 1985). Esta proteina existe en casi todos los
anaerobios susceptibles a MTZ, con excepcién de las bifidobacterias (Narikawa 1986). Sin
embargo, en estudios posteriores, la regulacién a la baja o incluso la desactivacién de la
PFOR en T. vaginalis, T. foetus y B. fragilis, tuvo un efecto minimo en la susceptibilidad al MTZ
(Sutak et al., 2004; Leitsch et al., 2009). Sin embargo, si que parecié afectar a la susceptibilidad
de G. duodenalis (Dan et al., 2000; Leitsch et al., 2009), lo que sugiere que la activacién
del MTZ puede variar en funcién del microorganismo. También se han descrito otras proteinas
presentes en anaerobios y microaerdfilos como las enzimas flavinicas y la xantina oxidasa,
con capacidad de reducir el MTZ (Kedderis et al., 1988). Entre ellas destaca la tiorredoxina
reductasa (TvIrxR) presente en T. vaginalis, E. histolytica y G. duodenalis (Leitsch et al., 2007,
2009, 2011). Aunque también existen trabajos que describen la reduccién no enzimdtica del
MTZ mediada por restos de cisteina y hierro ferroso (Willson y Searle 1975). Por lo tanto, la
reduccién del MTZ se produce por diferentes vias, que implican diversas enzimas con poder
reductor, asi como componentes no enzimdticos presentes en las células. Esta activacién
multidireccional, reduce considerablemente la probabilidad de aparicién de resistencias.



Las dianas de los metabolitos activos del MTZ también son variadas. Inicialmente se pensaba
que el MTZ dafiaba las hebras de ADN de las bacterias y protozoos (Ings et al., 1974; Plant y
Edwards 1976). Posteriormente, se observé que también se producia la formacién de aductos
con nucledtidos (Ludlum et al., 1988) y con los restos de cisteing, tanto de proteinas, como de
restos tiol no proteicos (Leitsch et al., 2007). Los restos de tiol no proteicos actian como defen-
sa del protozoo frente a las ROS, por lo que su agotamiento puede provocar estrés oxidativo
(Leitsch et al., 2007, 2009, 2011). La formacién de aductos de MTZ con cisteinas de proteinas
afectan negativamente a la actividad de ciertas enzimas, como la actividad reductora de TvIrxR
(Leitsch et al., 2007, 2009). El tratamiento con MTZ puede disminuir la actividad de esta enzima
hasta un 40% en condiciones anaerobias y un 50% en microaerofilia (Leitsch 2007, 2017) Por
tanto, TvIrxR es un caso especial en este contexto, ya que funciona como activador, pero también
como diana del MTZ. TvTrxR fue identificado como diana del MTZ en cuatro pardsitos microaero-
filicos: E. histolytica (Leitsch et al., 2007), T. vaginalis (Leitsch et al., 2009), Spironucleus vortens
(Williams et al., 2012) y G. duodenalis (Leitsch et al., 2012), mientras que las demds proteinas
afectadas varian entre los diferentes pardsitos. La mayoria de estas proteinas estdn relacionadas
o interactian con la tioredoxina (TvIrx), lo que subraya una correlacién entre la accién del MTZ
y el sistema de TvIrx — TvIrxR, implicado en la detoxificacién de las ROS. Asi mismo, también
se ha demostrado como el farmaco interactia con la enolasa, la malato deshidrogenasa y la
ribonucledtido reductasa en T. vaginalis (Leitsch et al., 2009).

La resistencia al MTZ en T. vaginalis
se da en la prdctica clinica por me-
canismos aerobios y se estima entre
un 4,3 y un 9,6% (Marques-Silva
et al, 2021). Este mecanismo de
resistencia implica la reoxidacién
de los metabolitos téxicos del MTZ
a su forma inactiva, mediada por
el O2 (Upcroft y Upcroft 2001). T.
vaginalis puede lidiar con las bajas
concentraciones de oxigeno pre-
sentes en la vagina, que oscila entre
15-56 uM (Wagner y Levin 1978;
Mahajan et al., 2022) mediante la
accidn de diferentes enzimas, como
las NADH y NADPH oxidasa y la
superéxido dismutasa (Rasoloson
et al, 2001). De hecho, concen-
traciones bajas de oxigeno (10-25
pM) pueden ser beneficiosas para
el crecimiento de T. vaginalis (Paget
y Lloyd 1990), mientras que con-
centraciones superiores a 60 pM
resultan téxicas (Ellis et al., 1994).
El aumento de la concentracién de
O2 es debido a la deficiencia en los
mecanismos de eliminacién de esta
molécula, lo que produce la reoxi-
dacién del MTZ, siendo el causante
de la resistencia a este compuesto
(Upcroft y Upcroft 2001). Sin em-
bargo, esta deficiencia en la elimi-
nacién de oxigeno puede provocar
que los aislados resistentes sean
mds susceptibles al estrés oxidativo

(Ellis et al., 1994).
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La tricomonosis resistente al MTZ suele ir asociada a la resistencia a otros 5-NI como el TNZ
debido al fenémeno de resistencia cruzada (Schwebke y Burgess 2004; Tejman-Yarden et al.,
2011). Esto es preocupante porque existen pocas alternativas terapéuticas fuera de esta familia
de compuestos para tratar la tricomonosis. Si los tratamientos estdndar recomendados por la
OM S fracasan, se puede aumentar la dosis de MTZ o TNZ a 2 g al dia durante una semana
(WHO 2021b). Si se observa un nuevo fracaso en el fratamiento, en el caso de las mujeres se
puede combinar dosis de 2 g diarios de TNZ durante una semana con 500 mg de TNZ intra-
vaginal dos veces al dia durante 14 dias (Sobel et al., 2001). Ante un nuevo fracaso, se recurre
a TNZ de 1 g tres veces al dia con 4 gramos de crema intravaginal al 6,25% de paromomicina
todas las noches durante 14 dias (Nyirjesy et al., 2011). También se han estudiado otras
alternativas por via tépica, pero con un éxito inferior al 50%, como el 4cido bérico, la povi-
dona yodada intravaginal, el clotrimazol (alternativa recomendada en el primer trimestre de
embarazo), el 4cido acético, la furazolidona, el nonoxinol-9 y el permanganato de potasio

(Sefia et al., 2014).

1.3. CRIBADO FARMACOLOGICO

1.3.1. Cribado in vitro

El cribado farmacoldgico in vitro es una herramienta esencial en el proceso de descubrimiento y de-
sarrollo de farmacos. Consiste en la evaluacién de la actividad de compuestos quimicos y moléculas
naturales sobre el organismo a estudiar (cribado fenotipico) (Ibafez-Escribano et al., 2014, 2021,
2022) o sobre diana moleculares especificas (Palos et al., 2021), en condiciones controladas de
laboratorio, utilizando sistemas biolégicos aislados, como células o enzimas purificadas. Esta
técnica permite identificar los compuestos que presentan la actividad deseada sobre el organismo o
molécula en cuestidn, lo que constituye el primer paso en la identificacién de compuestos con poten-
cial actividad. La idea base del cribado farmacoldgico es seleccionar los compuestos activos frente
a un determinado agente, en este caso contra T. vaginalis, partiendo de compuestos con actividad
desconocida. El cribado in vitro se realiza en un entorno altamente controlado, lo que permite una
evaluacién precisa de la actividad de los compuestos. El primer paso consiste en saber si las molé-
culas testadas son activas o perturban el crecimiento del agente obijetivo. Esta actividad se evalta
mediante la medida de un pardmetro especifico, como la cuantificacién de la poblacién celular
tras la exposicién a diferentes compuestos o la liberacién o inhibicién de una proteina especifica
(Ib&Rez-Escribano et al., 2014). Estos pardmetros se miden utilizando diferentes técnicas, como el
recuento hemocitométrico, espectroscopia o fluorimetria, que permiten una medicién cuantitativa de
la actividad de los compuestos (Kouznetsov et al., 2004; Campos- Alderete et al., 2005; Rocha et
al., 2014; Ibafez-Escribano et al., 2014, 2022). También se pueden realizar ensayos de inhibicién
enzimdtica especifica frente a una diana molecular concreta contra la que se presupone que el
compuesto puede tener actividad (Palos et al., 2021).

El cribado in vitro presenta una serie de ventajas en comparacién con ofras técnicas de cribado,
como el cribado in vivo. En primer lugar, permite evaluar un gran nimero de compuestos de manera
répida y eficiente, lo que permite una seleccién temprana de los compuestos mdas prometedores.
Ademds, el cribado in vitro es mds econdmico y éticamente mds aceptable que el cribado in vivo, ya
que no se requieren animales para realizar los ensayos. Sin embargo, también existen limitaciones
en el cribado in vitro que deben tenerse en cuenta. En primer lugar, los resultados de este cribado
no siempre se traducen en actividad biolégica en un organismo completo, ya que los sistemas biolé-
gicos en los que se realiza el cribado in vitro pueden no ser representativos de la complejidad de los
organismos vivos. Ademds, no tiene en cuenta la farmacocinética, la biodisponibilidad y la toxicidad
de los compuestos, lo que puede limitar su eficacia en la seleccién de farmacos potenciales. Debido a
estas limitaciones, es aconsejable combinar el cribado in vitro con otras técnicas de cribado, como el
cribado in vivo o el cribado in silico para evaluar de manera més completa los compuestos estudiados.



1.3.1.1.

1.3.1.2.

Cribado en T. vaginalis

Existen diversos métodos que buscan evaluar la efectividad de los compuestos frente a T. vagi-
nalis in vitro. No obstante, los resultados pueden variar debido a distintos protocolos de andlisis,
pardmetros para cuantificar la actividad, condiciones de experimentacién, concentraciones y
tiempos de incubacién. La metodologia utilizada para buscar nuevos agentes tricomonicidas
también puede variar, pero la mayoria de los protocolos tienen como fundamento la incubacién
de diferentes inéculos de trofozoitos de T. vaginalis junto a un compuesto a estudiar a diferentes
concentraciones. Trascurrido un periodo de tiempo, que suele ser de 24 o 48 horas, se rea-
liza una cuantificacién de los trofozoitos vivos. Esta cuantificacién puede ser llevada a cabo
por diferentes métodos, como el recuento hemocitométrico (Kouznetsov et al., 2004; Rocha et
al., 2014), el uso de colorantes especificos, o la cuantificacién de productos procedentes del
metabolismo del pardsito, como el acido lactico, primer mecanismo bioquimico descrito para
evaluar la supervivencia de T. vaginalis (Escario 1985) o la fosfatasa dcida (Martinez-Grueiro
etal., 2003). También se puede cuantificar enzimas secretadas por los trofozoitos viables, como
la lactato deshidrogenasa (Tasca-Cargnin et al., 2012; Kramer et al., 2013), o la actividad
enzimdtica del pardsito mediante la incorporacién de colorantes redox como el Alamar Blue®
(Campos-Alderete et al., 2005) o la resazurina (Natto et al., 2012; Ibafiez-Escribano et al.,
2014, 2022).

Citotoxicidad inespecifica

En los estudios de cribado in vitro, es necesario conocer el efecto citotéxico de los compuestos
frente a células de mamifero. Se realizan pruebas de citotoxicidad inespecifica para evaluar
la selectividad del compuesto frente al agente diana y determinar la seguridad de la molé-
cula. Es habitual llevar a cabo estas pruebas en lineas celulares de mamiferos de manera
paralela con las pruebas de cribado in vitro para determinar si una molécula es cito-
téxica (Ibdafiez-Escribano et al., 2014, 2021, 2022; Fonseca-Berzal et al., 2022). Si se
observa afectada la viabilidad en estas células, se concluye que la molécula no presenta
una actividad parasitaria especifica o selectiva. El objetivo principal de estas evaluaciones
es identificar compuestos que presenten actividad contra el patégeno sin causar toxicidad
inespecifica a las células del hospedador. Algunos grupos utilizan la actividad antiparasitaria
in vitro y los resultados de citotoxicidad para determinar los compuestos antiparasitarios
téxicos, mientras que otros calculan el indice de selectividad (IS) (Ib&fiez-Escribano et al.,
2021), que es la relacién entre la concentracién citotéxica 50 (concentracién que disminuye
la poblacién de células al 50%) (CC50) y la concentracién inhibitoria 50 (concentracién
que disminuye la poblacién del pardsito al 50%) (CI50). Aunque no hay una linea celular
especifica que se use de manera estandarizada para los ensayos de citotoxicidad, desde el
2009, existe una normativa internacional (ISO 10993-5:2009) que recomienda el uso de
ciertas lineas celulares como CCL 1 (clon 929 de la NCTC), CCL 163 (clon A31 procedente
de Balb/3T3), CLC 171 (MRC-5), CCL 81 (células Vero), CCL 10 (BNHK-21 [C-13]) y V-79
379A de la ATCC (American Type Culture Collection).

Existen varios métodos para evaluar la citotoxicidad celular, siendo uno de los mds utilizados
el ensayo basado en el 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Gonzalez y
Tarloff 2001). El ensayo con MTT se fundamenta en la capacidad de las células vivas para
convertir la sal soluble de tetrazolio en un precipitado insoluble de formazdan. Este preci-
pitado, al ser solubilizado, emite una longitud de onda caracteristica que se puede medir
espectrofotométricamente (Mosmann 1983; Sariego et al., 2014). El ensayo del MTT es
uno de los mds populares para evaluar la viabilidad celular debido a su facilidad de uso y
buena correlacién con otros ensayos de citotoxicidad. No obstante, puede ser susceptible a
la interferencia de algunos compuestos y requiere una incubacién prolongada para obtener
resultados precisos (Mosmann 1983; Hezarjaribi et al., 2022).
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Otro método para evaluar la toxicidad celular es mediante el ensayo de liberacién de lactato
deshidrogenasa (LDH), que mide la cantidad de LDH que se libera en el medio de cultivo celular
como resultado de la muerte celular. El nivel de citotoxicidad se puede calcular a partir de la
cantidad de LDH que se libera y la actividad total de LDH en las células. Aunque este ensayo es
sensible a los cambios en la integridad de la membrana celular, es posible que otros compuestos
interfieran con su precisién (Kramer et al., 2013). Ademds, existen otros métodos para evaluar
la toxicidad celular, como los colorantes redox, entre los que se incluyen el Alamar Blue® y la
resazuring, los cuales han sido utilizados en diversos estudios (O'Brien et al., 2000; Hamid
et al., 2004; Borra et al., 2009). Este método es sensible y fécil de realizar, y presenta una
amplia gama de aplicaciones en el cribado de compuestos y la evaluacién de la toxicidad
celular (Ibafiez-Escribano et al., 2014).

Es importante tener en cuenta que las
pruebas de citotoxicidad celular no son
suficientes para evaluar completamente
la seguridad de una sustancia quimica.
Se deben realizar ofras pruebas, como
la evaluacién de la toxicidad aguda y
crénica, la genotoxicidad y la carcinoge-
nicidad, para determinar la seguridad de
una sustancia quimica en humanos. Ade-
mds, es importante realizar pruebas de
citotoxicidad en diferentes tipos celulares
para evaluar la toxicidad potencial en
diferentes tejidos. Aunque las pruebas de
citotoxicidad celular son una herramienta
importante en el cribado farmacoldgico
para evaluar la toxicidad potencial de
una sustancia quimica, es necesario uti-
lizarlas en conjunto con ofras pruebas y
en diferentes tipos celulares para obtener
una evaluacién completa de la seguridad
de una sustancia quimica (Whitebread et
al., 2005).

1.3.2. Cribado in silico

El cribado in silico es una herramienta poderosa para el descubrimiento y desarrollo de farmacos,
ya que puede acelerar el proceso de identificacién de compuestos prometedores y reducir el nimero
de pruebas necesarias para evaluar la actividad y la seguridad de los compuestos candidatos. Estas
técnicas virtuales se han convertido en una parte esencial del proceso moderno de desarrollo de
farmacos y se espera que desempefie un papel cada vez mds importante en la bisqueda de nuevos
tratamientos para diferentes enfermedades. El uso del cribado computacional tiene varias ventajas,
comparado con otros métodos tradicionales. En primer lugar, permite la identificacién de compuestos
prometedores en una etapa temprana del proceso de desarrollo de fdrmacos, incluso antes de que
estos hayan sido sintetizados, lo que permite evaluar bibliotecas quimicas de érdenes de magnitud
mayores que el cribado empirico, reduciendo el tiempo y los costes asociados con la investigacidn y
sintesis de compuestos (Shoichet et al., 2002; Shoichet 2004). Ademds, permite identificar las moléculas
con mayor potencial terapéutico, reduciendo el nimero de moléculas que requieren pruebas adicionales
de estudios in vitro e in vivo. Esto reduce drdsticamente el tiempo dedicado en los ensayos in vitro y el uso
de animales de laboratorio (Shoichet 2004). También puede ser utilizado para optimizar la actividad y
afinidad de los compuestos ya probados.



Existen diversas técnicas de cribado virtual en la actualidad. Una de las primeras en ser utilizada fue el
disefio de fdrmacos basado en la estructura (Beddell et al., 1976), y en la actualidad es un componente
importante del proceso de descubrimiento de fdrmacos mediante el disefio racional de ligandos basado
en estructuras proteicas de resolucién atémica (Sledz y Caflisch 2018). El acoplamiento molecular
o docking utiliza herramientas de modelado molecular y simulaciones computacionales para evaluar
la capacidad diferentes ligandos de interactuar con la diana estudiada, provenientes de bibliotecas qui-
micas, y/o modelar interacciones proteina-ligando en la optimizacién de compuestos lider (Kitchen
et al., 2004; Shoichet 2004). Este método permite predecir cémo se unen los ligandos a los recep-
tores, pronosticando la orientacién y conformacién de los mismos, en el sitio de unién de la proteina.
El proceso se divide en dos etapas: el muestreo y la puntuacién. En la etapa de muestreo, se generan
mdltiples posibles conformaciones y ubicaciones del ligando en la superficie del receptor, lo que da
lugar a miles de posibles complejos. En la etapa de puntuacién, se evalia la afinidad del ligando y se
selecciona la estructura méds probable del complejo. Para estimar la afinidad de unién, se utilizan fun-
ciones de puntuacién simplificadas, basadas en la fisica o calibradas con datos experimentales (Kitchen
et al., 2004). DOCK fue uno de los primeros programas de acoplamiento, desarrollado en la década
de 1980 para predecir complejos proteina-ligando de forma computacional (Kuntz et al., 1982). En
la actualidad, existen varios programas de acoplamiento con diferentes algoritmos de muestreo y
funciones de puntuacién, siendo los mds utilizados AutoDock 4 (AD4) y AutoDock Vina (Vina), por su
fiabilidad en los resultados y por ser de acceso libre.

El docking es un método efectivo para filtrar ligandos poco probables de grandes bibliotecas quimicas
y seleccionar los compuestos con mayor probabilidad de ser activos entre los mejores clasificados. Los
algoritmos de acoplamiento molecular buscan predecir tanto el modo de unién de un ligando, como la
afinidad del complejo a partir de una estructura proteica. Sin embargo, los métodos de acoplamiento
necesitan sacrificar la precisién por la velocidad para poder cribar grandes bibliotecas quimicas, y las
funciones de puntuacién de acoplamiento no pueden predecir las afinidades de los ligandos con alta
precision (Warren et al., 2006). Para poder examinar grandes bibliotecas quimicas, los programas de
acoplamiento hacen numerosas simplificaciones en las etapas de muestreo y puntuacién. Por lo general,
la flexibilidad de la proteina se ignora completamente. Aunque se considera que el ligando es flexible, el
espacio de bisqueda se restringe a un volumen predefinido del receptor y solo se exploran un conjunto
limitado de conformaciones. La funcién de puntuacién de acoplamiento estima la afinidad del ligando
basdndose en una sola estructura del complejo, lo que implica una descripcién aproximada de los
términos energéticos que contribuyen a la unién del ligando. Los términos que capturan las interacciones
receptor-ligando, como los enlaces de hidrégeno, las interacciones de Van der Waals, y las interacciones
electrostdticas son los principales componentes de todas las funciones de puntuacién. Sin embargo, no
se describen con precisién varias interacciones entre el soluto y el solvente (como la desolvatacién del
siio de unién) e interacciones entrépicas (como la restriccion de la flexibilidad del ligando y del sitio de
unién en el complejo) a la unién del ligando (Pantsar y Poso 2018). Es importante tener en cuenta que
la mayoria de esos ligandos serdn inactivos, y una tasa de éxito del 5% al 10% en la identificacidn de
compuestos activos evaluados experimentalmente es considerado como exitoso (Shoichet et al., 2002;
Irwin y Shoichet 2016). A pesar de la alta tasa de falsos positivos, es capaz de identificar nuevos ligan-
dos para objetivos importantes y se ha convertido en una herramienta complementaria a otros métodos
de descubrimiento de cabezas de familia de compuestos, como el cribado de alto rendimiento (Irwin y
Shoichet 2016). Si se lograra esta prediccién con alta precisién, se revolucionaria el descubrimiento de
farmacos dirigidos, ya que los compuestos con las afinidades més altas serian identificados rdpidamente
sin necesidad de realizar el cribado experimental (Shoichet et al., 2002; Shoichet et al., 2004).

Existen diversas técnicas para mejorar las predicciones de unién de ligandos. Una de ellas es el
uso de técnicas de consenso, que involucra la combinacién de diferentes métodos para mejorar
la precisién de la prediccién, ser més rigurosos en la seleccién de bibliotecas examinadas o filtros
como las huellas de interaccién (Feher 2006; Marcou y Rognan 2007). La plasticidad del receptor
puede considerarse parcialmente, tratando las cadenas laterales como flexibles o realizando el

acoplamiento a varias conformaciones de la proteina (Totrov y Abagyan 2008; Ravindranath et
al., 2015).
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1.3.3. Mecanismos de accién

El mecanismo de accién (MdA) de un compuesto hace referencia a la manera en que una sustancia
ejerce su efecto sobre un organismo o sistema biolégico especifico, lo cual implica la comprensién
de cémo interactia el compuesto y cudles son los procesos biolégicos relevantes para producir su
accién. Una vez identificado un compuesto que muestra actividad frente a un determinado objetivo
terapéutico, es importante comprender cémo éste ejerce su accién a través de las interacciones
moleculares especificas que ocurren entre la molécula y el objetivo.

El conocimiento del MdA es fundamental para el disefio y desarrollo de nuevos farmacos, ya que permite
identificar los blancos moleculares y los procesos bioldgicos que se deben afectar para lograr el
efecto terapéutico deseado, y también es crucial para la optimizacién del disefio de farmacos y para
evitar posibles efectos secundarios (Kitchen et al., 2004; Shoichet 2004). Ademds, el conocimiento
del MdA de un compuesto puede ayudar a predecir la eficacia y la seguridad de este, asi como
su potencial para interactuar con otros medicamentos o sustancias y a identificar posibles dianas
terapéuticas adicionales para su uso en otras enfermedades.

El conocimiento del MdA puede obtenerse
a través de una variedad de técnicas ex-
perimentales, como estudios de cinética
enzimdtica, de inhibicién enzimdtica (Palos
etal., 2021), ensayos de unién de ligandos,
microscopia de fluorescencia, técnicas de
cristalografia de rayos X, lectura de placas
en fluorimetro, marcaje con sondas espe-
cificas (Huang et al., 2015) o métodos de
prediccién in silico entre otras. Ademds, el
cribado virtual basado en acoplamiento
molecular (docking) también se ha utilizado
para predecir posibles mecanismos de
accién de nuevos compuestos antes de la
sintesis y la prueba experimental (Shoichet

et al., 2002; Shoichet et al., 2004).

1.3.3.1. Alteracién del potencial de membrana hidrogenosomal

La alteracién del potencial de membrana mitocondrial (AWm) es un evento crucial en la
respuesta celular a diferentes estimulos, interviniendo en muchos procesos fisiolégicos y pa-
tolégicos, incluyendo la apoptosis, la necrosis, la disfuncién mitocondrial y la enfermedad
(Chistiakov et al., 2017). Sus alteraciones tienen implicaciones en la produccién de energia
de las células, asi como en la generacién de ROS. Por otro lado, se ha comprobado que las
fluctuaciones en el mismo podrian estar relacionadas con enfermedades como el cancer, la
diabetes y la enfermedad de Parkinson. Es por ello, que las fluctuaciones en el AWm pueden
tener implicaciones significativas para la funcién celular y se consideran un reflejo de la salud
y el estado funcional de las mitocondrias (Elefantova et al., 2018; Teodoro et al., 2019).
En definitiva, el potencial de membrana mitocondrial es un importante indicador del estado
metabdlico funcional de las mitocondrias y por tanto de la salud celular. En esta lineq, ya
se ha comprobado que varias sustancias, como compuestos antitumorales, antimicrobianos
o antivirales, pueden afectar el AWm para inducir la muerte celular, por lo que su medida
nos proporciona una valiosa herramienta para evaluar la calidad mitocondrial y la respuesta
celular, y su investigacién puede proporcionar informacién importante para el desarrollo de
nuevas terapias frente a diferentes enfermedades (Ganta et al., 2017; Oliveira et al., 2019).



Como se ha explicado en apartados anteriores, T. vaginalis carece de mitocondrias y, en su
lugar, posee un orgénulo inusual involucrado en el catabolismo de carbohidratos: el hidroge-
nosoma. Este orgdnulo es el lugar donde se produce la oxidacién fermentativa del piruvato,
acoplado a la produccién de ATP a través de la fosforilacién a nivel de sustrato, pero carecen
de los complejos de la cadena respiratoria, la ATP sintasa FoF1, el ciclo del 4cido citrico y
otras funciones mitocondriales (Quon et al., 1992). Los hidrogenosomas estdn limitados por una
doble membrana, similar a la de las mitocondrias; sin embargo, la membrana interna no forma
crestas (Benchimol 2009). Los hidrogenosomas juegan un papel esencial en la susceptibilidad
alos farmacos de T. vaginalis (Quon et al., 1992). Se ha demostrado que algunos compuestos
con actividad frente a este pardsito pueden alterar el potencial de membrana hidrogenosomal
(AWh), lo que conduce a la disrupcién de la funcién de este orgdnulo y, finalmente, a la muerte
celular. La alteracién de este potencial de membrana es un mecanismo que se ha propuesto
como posible diana terapéutica contra T. vaginalis en diversos estudios. Estos estudios sugieren que
la alteracién de este potencial puede ser una estrategia prometedora para el disefio de nuevos
compuestos con actividad tricomonicida, con alta eficacia y selectividad. Algunos compuestos
evaluados en T. vaginalis que han demostrado causar alteracién en el potencial de membrana
de este orgénulo son: la tetraciciling, el metil jasmonato y el resveratrol.

El tratamiento de los pardsitos con tetraciclina (TET) mostrd una disminucién del AWh de mas de
un 50% respecto al control de crecimiento a una concentracién de 700 pg/ml, produciendo
una disfuncién en el orgdnulo y una afectacién en la viabilidad del parésito, provocando muerte
celular con caracteristica similares a los procesos de apoptosis. La exposicién de T. vaginalis a
TET produjo fragmentacién hidrogenosomal y del ADN, ademds de la diseminacién del material
genético por el nicleo, y un aumento de ROS (Huang et al., 2015). Este equipo también detectd
la sobreexpresién de diferentes genes, especialmente los implicados en el metabolismo de
carbohidratos, mientras que los encargados de la replicacién y la reparacién del ADN
fueron regulados a la baja, asi como los relacionados con la proteccién antioxidante del
pardsito. También inhibié la expresién de los genes de la NADH deshidrogenasa y la ferre-
doxina, implicados en el transporte redox en el hidrogenosoma.

El metil jasmonato es un extracto natural que ha demostrado tener capacidad para alterar
el potencial mitocondrial en células cancerosas. Al ser ensayado frente a T. vaginalis, se
observaron modificaciones morfoldgicas en los hidrogenosomas mediante microscopia de
transmisién. Ademds, mediante el uso de microscopia electrénica en presencia de la sonda
JC-1, se aprecié la alteracién del AWh mediante la emisién de una intensa fluorescencia
verde debido a los J-monémeros de esta sonda, lo que indica una disfuncién en el potencial
de membrana de este orgdnulo (Vilella et al., 2009).

De igual manerq, el resveratrol (RESV) también mostré actividad sobre el potencial de membrana
del hidrogenosoma. Se observé una disminucién significativa de este potencial dosis-de-
pendiente tras dos horas de incubacién, produciendo una perturbacién metabdlica del
hidrogenosoma y un estrés bioenergético en el protozoo. También aumento la expresién
de la enzima hidrogenosomal PFOR y la reduccién de la sintesis de la hidrogenasa. Los
resultados sugieren que el RESV induce cambios en el metabolismo del hidrogenosoma,
pudiendo estar relacionado con la induccién del estrés oxidativo, un fenémeno que se ha
detectado en otros pardsitos tratados con este extracto, pero no en el caso de T. vaginalis
(Mallo et al., 2013). Estos autores también reportaron la sobreexpresién de la proteina de
choque térmico Hsp70, implicada en la homeostasis hidrogenosomal, lo que puede estar
relacionado con un intento del parésito de protegerse frente al dafio hidrogenosomal.
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1.3.3.2. Produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS)

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son moléculas altamente reactivas que contienen
oxigeno y un electrén desapareado en su érbita externa. Bajo circunstancias normales, las
células generan una cantidad equilibrada de ROS como subproducto del metabolismo normal,
las cuales son producidas por casi todos los tipos de células (Bedard y Krause 2007).
El oxigeno tiene diversos estados redox, entre ellos el peréxido de hidrégeno (H202), el
radical hidroxilo (OH:), el oxigeno singlete (102) y el superéxido (O2--), los cuales son
producidos por células (Moskovitz et al., 2002; Yang y Lian 2019). Las ROS desempefan
un papel crucial en la resistencia a patégenos y la sefializacién celular, y también juegan
un papel importante en diversos procesos de homeostasis relacionados con el metabolismo,
la inmunidad, el crecimiento y la diferenciacién celular (Shadel y Horvath 2015). A pesar
de ello, también se reconocen ampliamente como particulas peligrosas para la célula, ya
que dafian proteinas intracelulares, lipidos y dcidos nucleicos. Esto suele presentarse en
procesos patolégicos cuando no se eliminan a tiempo (Nathan et al., 2013). Las ROS son
producidas en situaciones de alta demanda energética, y cuando se producen en exceso,
provocan dafio oxidativo en el cuerpo y en los patégenos.

La cadena respiratoria mitocondrial es una de las principales fuentes de ROS en las células.
Durante el metabolismo normal del oxigeno, la sintesis de ATP genera ROS. Por lo tanto, en la
mayoria de los casos, se consideran subproductos que se producen durante el suministro de
energia a las actividades celulares (Bedard y Krause 2007). Sin embargo, su produccién es
excesiva en situaciones de estrés oxidativo, ocasionando un desequilibrio entre la produccién
de ROS y la capacidad del cuerpo celular para neutralizar sus efectos perjudiciales. El exceso
de ROS puede alterar las células y provocar dafio, tanto en el ADN como en proteinas y lipidos
(Yang y Lian 2019). En definitiva, hay muchas patologias, como enfermedades neurodegenera-
tivas, SIDA, lesiones cerebrales isquémicas o traumdticas, céncer, diabetes, lesiones hepdticas, e
incluso el proceso de envejecimiento, que se han relacionado con el estrés oxidativo (Halliwell

2001; Moskovitz et al., 2002; Yang y Lian 2019).

Esta correlacidn entre el estrés oxidativo y la patologia ha llevado a los investigadores a intentar
comprender los mecanismos y el papel que juegan estas especies reactivas en las enfermeda-
des. Asi, parece que las ROS influyen principalmente a través de su funcién como moléculas
de sefializacién y oxidantes, interfiriendo en la supervivencia celular y causan dafio oxidativo.
Otras de las posibles acciones de los compuestos reactivos del oxigeno, es impulsar la defensa
inmunolégica, mantener el equilibrio metabdlico, asi como disipar el calor; de modo que las
mdltiples funciones de ROS en el biosistema hacen que puedan influir en cada patologia desde
diferentes perspectivas (Yang y Lian, 2019).

En el caso que nos ocupa, las ROS intervienen en la patogénesis de T. vaginalis, ya que
este protozoo genera una cantidad significativa de estas especies reactivas en su proceso
de infeccién, que puede causar dafo celular y contribuir a la patogenicidad del pardsito
(Song et al., 2007; Gao et al., 2021). Esta produccién de ROS por T. vaginalis, parece que
es una respuesta adaptativa a las condiciones anaerébicas en las que vive este protozoo,
produciéndose principalmente a través del proceso de respiracién anaerobia incompleta
producida en el hidrogenosoma. T. vaginalis posee una cascada de defensa frente a las
ROS, que comienza con la reduccién de la enzima tiorredoxina (TvIrx) por parte de la tio-
rredoxin reductasa (TvIrxR). TvIrx reducida, bioactiva a la tiorredoxin peroxidasa (TvIrxP) y
a la tiol peroxidasa (TvTprx) que se encargan de la detoxificacién de los radicales de oxigeno
(Coombs et al., 2004; Leitsch et al., 2009). Por estas razones, la deteccién de ROS se ha
utilizado en el desarrollo de nuevos farmacos frente a este protozoo, siendo Util, tanto a la
hora de evaluar la eficacia de nuevos compuestos en el tratamiento de infecciones por el
pardsito, como para identificar los mecanismos de accién de los fdrmacos tricomonicidas
ya existentes (Huang et al., 2015).



1.3.3.3. Acoplamiento molecular

Dentro del cribado virtual destaca la técnica del acoplamiento molecular, que se ha convertido
en una herramienta fundamental para la quimica computacional y el disefio de farmacos, ya que
es crucial en la identificacién y prediccién de la manera en la que los ligando interaccionan con
proteinas receptoras. Mediante simulaciones computacionales, se pretende anticipar la orienta-
cién y conformacién (pose) de un ligando dentro de una cavidad de la proteina (Kitchen et al.,

2004; Trott y Olson 2009).
El acoplamiento se puede dividir en dos etapas:

*  Muestreo de la pose: Se predice la orientacién y conformacién correcta de la pequefia molécula
(ligando) dentro de la cavidad del receptor (normalmente una proteina) (Kitchen et al., 2004;

Warren et al., 2006)

¢ Clasificacién de la pose: Una vez identificadas diversas poses, se seleccionan y clasifican las mas
probables en base a criterios biofisicos. Las funciones de puntuacién asignan valores numéricos a
diferentes configuraciones de ligando-receptor para predecir la afinidad de unién o la estabilidad de
una interaccién. Cudnto més bajo sea el resultado de la puntuacién, mds favorable es generalmente
la interaccién (Kitchen et al., 2004; Warren et al., 2006).

Las funciones de puntuacién ocupan un papel central para esta clasificacién y estas pueden
variar en forma y pardmetros para cada programa utilizado (Trott y Olson 2009; Koes et al.,
2013). Estas funciones asignan valores numéricos a distintas configuraciones ligando-receptor
para predecir la afinidad de unién o la estabilidad de la interaccién entre las moléculas invo-
lucradas, donde un valor de puntuacién mds bajo suele indicar una interaccién més favorable.
Cominmente incluyen interacciones hidrofébicas, fuerzas de Van der Waals, interacciones
electrostdticas y enlaces de hidrégeno (Ewing et al., 2001; Case et al., 2005) (Tabla 3). Las
funciones de puntuacién pueden basarse en campos de fuerza, donde el valor de interaccién
se obtiene a través de un conocimiento tedrico o mediante método empiricos, donde se valora
el conocimiento de interacciones ya conocidas.

* Campos de fuerza: Conjuntos de ecuaciones y pardmetros usados en simulaciones moleculares
para modelar interacciones atémicas y moléculas. Los campos de fuerza contienen términos para
interacciones como enlaces covalentes, dngulos, torsiones y fuerzas no covalentes (como
interacciones de van der Waals y electrostdticas). Los campos de fuerza también tienen impor-
tancia en la preparacién de las proteinas y los ligandos en los pasos previos al acoplamiento
(Case et al., 2005).

*  Empirico: En este contexto, se refiere a la incorporacién de datos experimentales, reglas heuristicas,
y otras informaciones especificas (por ejemplo, ciertas interacciones conocidas ya en otras proteinas)
que no estan necesariamente contenidas en un campo de fuerza tipico (Wang et al., 2002; Korb et

al., 2009; Koes et al., 2013).

Sin embargo, el desarrollo de funciones de puntuacién empiricas (Wang et al., 2002; Korb
et al., 2009), que combinan elementos de campos de fuerza (basados en principios teéricos
puros de interacciones moleculares) y conocimiento (basado en informacién derivada de re-
sultados experimentales y bases de datos), estdn al alza, ya que ofrecen una parametrizacién
mds detallada y adaptativa (Korb et al., 2009). Estas funciones buscar reproducir afinidades
de unién y poses ya conocidas, y pueden detectar elementos de unién que no se detectan
mediante funciones basadas en el campo de fuerza (como alguna interaccién hidrofébica o
fuerzas de desolvatacién) (Wang et al., 2002; Korb et al., 2009; Koes et al., 2013). La com-
binacién de estos elementos significa que la funcién de puntuacién no solo se basa en la fisica
y la quimica tedricas, sino que también integra informacién especifica y préctica derivada de
la investigacién experimental. Esta combinacién de enfoques tedricos y empiricos brinda mas
adaptabilidad y precisién a las que se obtiene con un enfoque teérico o empirico en particular.
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Tipo de interaccién Orden de fuerza

Enlace covalente Muy fuerte

Interacciones idnicas
Fuerte
(Puente de sal)

Interaccion Pi-Pi
(Ej: Aromdtico — Aromdtico)

Moderada

Enlaces de hidrégeno Moderada

Interaccion Pi-Cation Moderada
(Ej: Aromdtico — grupo amonio)

Interacciéon de Van der Waals Débil
Interacciones Hidrofobicas Débil

Tabla 3. Interacciones valoradas en el acoplamiento molecular y su fuerza relativa.
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Hiperinfestacion por
Stroneyloides stercoralis
tras el uso de
inmunosupresores en la
terapia frente al SARS-CoV-2

Resumen

Introduccion

a esto, aumenta la probabilidad de la aparicién de infecciones oportunistas como la
estrongiloidosis, desencadenando un crecimiento desmesurado del helminto, y provocando

D urante la pandemia de SARS-CoV-2 se llevé a cabo una terapia inmunosupresora. Debido

asi el denominado “sindrome de hiperinfestacién”.
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Resumen

Ojetivo

la reaparicién de la infestacién latente de Strongyloides stercoralis en pacientes que reciben

I : | objetivo principal de este trabajo de fin de grado es realizar una revisién sistemética sobre
terapia inmunosupresora por COVID-19.

Métodos

evisién sistemdtica de los articulos recuperados en las bases de datos MEDLINE, Embase
y Scopus.

Resultados y discusion

seleccionaron 21 articulos. La prevalencia de la coinfeccién de estrongiloidosis/COVID-19 es
dificil de determinar debido a la falta de conocimiento y de diagnéstico. La mayoria de
los casos son importados de zonas endémicas, por lo que es importante tener en cuenta exposicién
epidemiolégica. El perfil caracteristico de la coinfeccién son hombres de edad media. El tratamiento

D e 105 articulos recuperados, tras la aplicacién de los criterios de inclusién y exclusién, se

prevalente es la ivermectina.

Conclusidén

Durante la pandemia de COVID-19 ha aumentado el impacto de la estron-
giloidosis y se ha puesto de relieve la necesidad de unificar un protocolo
de cribado para detectar y tratar precozmente las formas complicadas de
estrongiloidosis.
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Hyperinfestation by
Stroneyloides stercoralis
after the use of
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Abstract

Introduction

probability of opportunistic infections such as strongyloidiasis, leading to an overgrowth of
the helminth, thus causing “hyperinfestation syndrome”.

D uring the SARS-CoV-2 pandemic, inmunosuppressive therapy was used. This increases the
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Abstract

Obijetive

of latent Strongyloides stercoralis infestation in patients receiving immunosuppressive therapy

r I Y he main objective of this final degree project is to carry out a systematic review of the recurrence
by COVID-19.

Methods

: ; ystematic review of articles retrieved from databases MEDLINE, Embase and Scopus.

Results and discussion

were selected. The prevalence of strongyloidiasis/COVID-19 co-infection is difficult to
determine due to lack of knowledge and diagnosis. Most cases are imported from endemic
areas, so it is important to take epidemiological exposure into account. The characteristic profile

O ut of 105 articles retrieved, after application of the inclusion and exclusion criteria, 21 articles

of co-infection is middle-aged men. Prevalent treatment is ivermectin.

Conclusions

During the COVID-19 pandemic, the impact of strongyloidiasis has in-
creased and the need for a unified screening protocol for early detection
and treatment of complicated forms of strongyloidosis has been highlighted.
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Abreviaturas

CAMAT: Comité de Asesoramiento
sobre Medicina Tropical y Viajes

CDC: Centros para el Control y
Prevencién de Enfermedades

COVID-19: Enfermedad por coro-
navirus 2019

DeCS: Descriptores de Ciencias
de la Salud

ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion
ligado a enzimas

ETD: Enfermedad Tropical Desa-
tendida

h: horas

HTLV-1: Virus linfotrépico humano
de células T tipo 1

IFAT: técnica de inmunofluores-
cencia con anticuerpos

kg: kilogramos

LAMP: Loop mediated isothermal
amplification

LIPS: Inmunoprecipitacién con lu-
ciferasa

MeSH: Medical Subject Heading
Hg: microgramos

OMS: Organizacién Mundial de
la Salud

PCR: Reaccidon en Cadena de la
Polimerasa

RECOVERY: Randomised Evaluation
of COVID-19 thERapY

S. stercoralis: Strongyloides ster-
coralis

SH: Sindrome de hiperinfestacién

STH: Helmintiasis transmitidas
por el suelo

SARS-CoV-2: Severe respiratory
syndrome coronavirus 2

VIH: Virus de la inmunodeficiencia
humana

WGO: Organizaciéon Mundial de
Gastroenterologia



Bl INTRODUCCION

La estrongiloidosis es una enfermedad causada por el nemédtodo rabditido Strongyloides stercoralis
(Figura 1).

Figura 1. Strongyloides stercoralis en heces, andlisis microscépico (Fuente: OMS)'.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado las helmintiasis trasmitidas por el suelo
(STH), como la estrongiloidosis, como una enfermedad tropical desatendida (ETD)2.

Se trata de un nemdtodo con capacidad de persistir y replicarse en el hospedador a través de su
ciclo de autoinfeccién, pudiendo producir sintomatologia grave en inmunosuprimidos (especialmente
los tratados con corticoides), pacientes con SARS-CoV-2, pacientes infectados con virus de la inmu-
nodeficiencia humana (VIH) o virus linfotrépico humano de células T tipo 1 (HTLV-1), alcoholismo, la
presencia de tumores sélidos o neoplasias hematoldgicas o ser receptor de un trasplante3,4.

1.1. EPIDEMIOLOGIA

Se estima que afecta a 100 millones de personas en el mundo, con mayor prevalencia en las zonas
tropicales y subfropicales como las Islas del Caribe, Sureste asidtico, América Latina y Africa subsahariang,
también encontrdndose en el sur, este y centro de Europa®®. Sin embargo, el estudio de Pereira et al.,
indica que el 83,3% de los casos descritos ocurren fuera de las zonas endémicas’.

Debido a las dificultades en el diagnéstico la prevalencia puede estar infravalorada en muchos paises®.
Se estima que entre el 10% y el 40% de la poblacién de las zonas tropicales y subtropicales estan
infectadas, pudiendo llegar al 60% en paises de escasos recursos °. La prevalencia de la infeccién
va aumentando debido a la mala higiene personal, el desabastecimiento de agua potable, las me-
didas sanitarias insuficientes y la falta de conocimiento sobre la enfermedad en zonas endémicas®.
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En zonas de Africa y Papia Nueva Guinea se han descrito casos de estrongiloidosis producidos por
Strongyloides fulleborni, pero debido a su ciclo bioldgico, diferente al de S. stercoralis, no se da la
autoinfestacién'®.

Figura 2. Mapa de distribucién de la prevalencia de Strongyloides stercoralis a nivel mundial (Fuente: Puthiyakunnon, et al., 2014)°.

En Espafia, segin el estudio de Barroso et al.8 se recopilaron 1083 pacientes con estrongiloidiasis de
diferentes estudios, siendo Valencia donde mds casos se han descrito (97%) y se relacionan la mayoria
con la agricultura. En la Figura 3 se observan la distribucién de los casos en Espafia.

Figura 3. Mapa de distribucién de Strongyloides stercoralis en Espafia (Fuente: Barroso, et al. &).



1.2. CICLO BIOLOGICO

El ciclo bioldgico de Strongyloides stercoralis se esquematiza en la Figura 4. Las larvas rabditiformes
(estadio diagnéstico), se expulsan en las heces del hospedador definitivo, generalmente humanos.
Estas pueden desarrollarse a larvas filariformes infecciosas o desarrollarse a machos y hembras
adultas los cuales producen huevos al aparearse. De estos huevos nacen larvas rabditiformes que
se convierten en larvas filariformes (estadio infeccioso) .

Las larvas filariformes se encuentran en el suelo y son capaces de penetrar la piel del hospedador,
entrar al sistema circulatorio y migrar a los pulmones, siendo capaces de penetrar al espacio alveolar.
Tras ascender el &rbol traqueobronquial, las larvas en su Gltimo estadio son deglutidas alcanzando el
intestino delgado. También se piensa que, alternativamente pueden llegar al intestino a través de las
visceras abdominales o tejido conjuntivo. En el intestino las larvas se convierten en adultas hembras
y se alojan en la submucosa del intestino delgado donde producen huevos por partenogénesis,
dando lugar a larvas rabditiformes que se pueden expulsar por las heces o causar autoinfeccién.
Las larvas rabditiformes pueden convertirse en larvas filariformes en el intestino grueso o regién
perianal, penetrando nuevamente en el hospedador y realizando nuevos ciclos evolutivos, que dan
lugar a una infeccién de larga duracién'™.

Figura 4. Ciclo biolégico de S. stercoralis (Fuente: CDC)'.
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1.3. CLINICA

La clinica de esta patologia suele ser asintomdtica, pero hay pacientes que presentan sintomas
gastrointestinales, cutdneos o pulmonares y eosinofilia". Sin embargo, la sintomatologia se puede
dividir en funcién de la fase en la que se encuentre la infeccidn:

1.3.1. Estrongiloidosis aguda

Un tercio de los pacientes con estrongiloidiasis aguda son asintomdticos'. Los sintomas estdn relacio-
nados con la invasién de la piel por la larva, pudiendo producir un tipo de lesién cutdnea llamada
larva currens. Ademds, puede aparecer irritacién en la trdquea y tos seca debido a la migracién de
la larva desde los pulmones al intestino. También es comin sinftomas gastrointestinales como diarreq,
estrefiimiento, dolor abdominal o anorexia®.

1.3.2. Estrongiloidosis aguda

La mayoria de los infestados inmunocompetentes pueden ser asintomdticos durante décadas vy el
dnico indicativo de la infestacién es la eosinofilia, estando presente en un 75% de los pacientes®.
Para aquellos pacientes con sintomatologia, lo méds comin es diarreq, estrefiimiento, vémitos intermi-
tentes, disneq, sibilancias, pérdida de peso, urticaria y/o larva currens (lesién cutdnea migratoria)*>.

1.3.3. Estrongiloidosis diseminada

La estrongiloidosis diseminada ocurre cuando las larvas, ademés de migrar a los érganos habituales,
se diseminan a ofros érganos como pueden ser el sistema nervioso central, el higado, el sistema
linfatico o el tracto urinario®. La clinica mds destacada de la enfermedad diseminada es sepsis,
debido a que la larva transporta microorganismos al torrente sanguineo®.

1.3.4. Sindrome de hiperinfestacién

El sindrome de hiperinfestacién (SH) generalmente ocurre en pacientes con estrongiloidosis crénica
que se someten a un tratamiento inmunosupresor, produciendo un aumento de la tasa de infestacidn®.
La sinftomatologia estd relacionada con la localizacién de las larvas, siendo el intestino, el pulmén
y la piel las zonas habituales de la infestacién por S. stercoralis®.

Las manifestaciones digestivas son dolor
abdominal, nduseas, vémitos, obstruccién
del ileon y diarrea que puede dar lugar
a hipoalbuminemia y edema periférico*.
Las alteraciones respiratorias son sindro-
me de Loffler, tos, disneq, sibilancias, dolor
pleuritico, hemoptisis, neumonia y distrés
respiratorio. Las manifestaciones cuténeas
(Figura 5) son larva currens que se localiza
habitualmente en nalgas, ingles, abdomen y
tronco y lesiones purpdricas™

Figura 5. Larva currens en sindrome de hiperinfestacién por S. stercoralis'™.



1.4. DIAGNOSTICO

El diagnéstico de la estrongiloidiasis no estd estandarizado y se necesitan varias pruebas para la
correcta deteccién®. Existen pruebas directas (examen microscépico y cultivo larvario, endoscopia
y biopsia, y diagnéstico molecular) e indirectas (serologial).

1.4.1. Microscopia

El examen microscépico de las heces es un cldsico en el diagnéstico de estrongiloidiasis, siendo la
sensibilidad de esta prueba del 30%. Realizando el examen con muestras de heces triplicadas, con
métodos de concentracién (técnica de Baermann o método de Ritchie modificado) o con métodos de
cultivo (cultivo en Agar, cultivo Harada-Mori), la sensibilidad puede aumentar a 70-80%°. Ante un
cuadro de SH, se podria realizar en andlisis de muestras de esputo o liquido cefalorraquideo™.

1.4.2. Endoscopia y biopsia

El aspirado gastrointestinal o la biopsia duodenal se podrian realizar en caso de SH™. El estudio de
Kishimoto et al., muestra que se diagnosticé estrongiloidiasis en el 71,4% de los pacientes mediante
muestras histopatoldgicas, siendo la observacién endoscépica y las biopsias una herramienta
importante para el diagndstico de S. stercoralis '°.

1.4.3. Diagnéstico molecular

El diagnéstico molecular es mas especifico, sensible y flexible que el resto de las pruebas directas,
pero tiene dificultad para diagnosticar en infecciones agudas ya que se necesita una carga parasitaria
alta para ser suficientemente sensibles131°. Algunas de las técnicas utilizadas son: reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) y otras variables como PCR en tiempo real o la técnica amplificacién isotérmica
mediada por bucle (LAMP, por sus siglas en inglés) ™.

1.4.4. Serologia

Por Gltimo, se puede realizar el diagnéstico a través de técnicas indirectas, mediante la deteccién
de anticuerpos especificos frente antigenos de S. stercoralis™®. La sensibilidad y la especificidad de
estas pruebas son muy variables (ya que dependen del método, antigeno, isotipo del anticuerpo,
punto de corte y poblacién de estudio), pudiendo ser de 56-100% y 29-100%, respectivamente .

El ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) se ha utilizado en el 85-90% de los pacientes,
siendo la sensibilidad de esta prueba de 82-95%. Esta sensibilidad puede ser inferior en pacientes
inmunosuprimidos y no detecta si la infestacidn es presente o pasada. Ademds, existe reactividad
cruzada con infestaciones de helmintos como filariosis, esquistosomosis y ascariosis®.

La tecnologia de inmunoprecipitacién con lucife-
rasa (LIPS) utiliza anticuerpos frente a dos tipos de
antigenos recombinantes especificos de Stron-
gyloides spp. y muestra una eficacia superior que
los otros inmunoensayos®. Ademds, no muestra
reactividad cruzada con las filariosis linfaticas®.

279



280

1.5. TRATAMIENTO

El tratamiento de primera linea frente a esta patologia es la ivermectina y como segunda lineq, el
albendazol".

La ivermectina produce alteracién del
sistema neuromuscular mediante el aumen-
to de la permeabilidad de la membrana
por la formacién de canales de cloro™®. La
posologia es una dosis Gnica de 200 ug/
kg". Sin embargo, segin la guia Terapéuti-
ca Antimicrobiana?®, el tratamiento es 200
pg/kg/dia de ivermectina, durante 2 dias.
Repitiéndose a las 2 semanas en pacientes
inmunosuprimidos. Cuando se trate de
pacientes con SH el tratamiento se prolonga
al menos durante 2 semanas o se asocia la
ivermectina a albendazol.

La ivermectina se comercializé en Espafia en 2021 como Ivergalen ®, por lo que durante la pandemia
de COVID-19 se tenia que pedir como medicamento extranjero, lo que complicaba la estrategia del
tratamiento®?'.

El albendazol, se fija a los microtdbulos, impidiendo la unién de la B-tubuling, deteniendo asi la
divisién celular™. La posologia es de 400mg/ 12 h durante 7 dias?.

1.6. PREVENCION Y CONTROL

La Organizacién Mundial de Gastroenterologia (WGO) afirma que no hay disponible ningdn régimen
profiléctico o vacuna?. Segin la OMS', no se ha desarrollado una estrategia de salud pudblica para
la prevencién de la estrongiloidiasis.

Se trata de una patologia que provoca alta mortalidad si se llega a desarrollar una enfermedad
diseminada, por lo que el cribado de los pacientes asintomdticos es importante para prevenir el SH.
Los pacientes de dreas endémicas que se tratan con corticoesteroides deberian de considerarse de
alto riesgo para el SH, pudiendo tratarse de forma empirica con ivermectina®.



I3 JUSTIFICACION

El coronavirus SARS-CoV-2 (Severe respiratory syndrome coronavirus 2) es un tipo de coronavirus
que se detecté por primera vez en 2019 en la ciudad de Wuhan (China)?. Causa una enfermedad
respiratoria denominada COVID-19 que se diseminé rdpidamente convirtiéndose en pandemia?.

Durante la pandemia de SARS-CoV-2, alrededor
del 20% de los infectados desarrollaron neumonia
grave, caracterizada por el dafio directo producido
por el virus y por la hiperinflamacién. Debido a
un déficit de respuesta eficiente ante los antivi-
rales, se propuso una terapia antiinflamatoria?.
El ensayo RECOVERY (Randomised Evaluation
of COVID-19 thERapY) publicé que el uso de
dexametasona en pacientes hospitalizados por
COVID-19 disminuyé la mortalidad por fallo
respiratorio®®. En general, el uso de dexameta-
sona es seguro cuando se usa a bajas dosis y
durante cortos periodos de tiempo?.

Segun el estudio de Zamarrén et al. la dexametasona consiguié reducir el tiempo de estancia hos-
pitalaria mientras que la metilprednisolona y la prednisona no lo consiguieron. Sin embargo, la
metilprednisolona ha conseguido reducir los dias de uso de ventilacién mecdnica y la mortalidad
en pacientes con COVID-19%,

El problema del uso de corticoides es la inmunosupresién que generan, potenciando el riesgo de la
aparicién de otras infecciones?. No obstante, muchos sanitarios no tuvieron en cuenta el riesgo del
uso de la dexametasona en pacientes infectados con S. stercoralis sin tratar o diagnosticar, produciendo
sindrome de hiperinfestacién?.

Este TFG se centra en el estudio de la reactivacién de la infestacién crénica conocida como estron-
giloidiasis durante la terapia inmunosupresora de la COVID-19.
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OBJETIVOS

3.1. OBIJETIVO GENERAL

El objetivo principal de este trabajo fin de grado es realizar una revisidn sistemdtica sobre la informacién
cientifica existente de la coinfeccidn entre Strongyloides stercoralis y Severe respiratory syndrome

coronavirus 2 (SARS-CoV-2).

3.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS.

3.2.1. Numero de casos

|dentificar el nGmero de casos publicados de pacientes inmunosuprimidos por SARS-CoV-2 coinfectados
con Strongyloides stercoralis.

3.2.2. Sintomatologia caracteristica

Describir la sintomatologia caracteristica de la coinfeccién entre Strongyloides stercoralis y el

SARS-CoV-2.

3.2.3. Influencias

|dentificar las posibles influencias para desarrollar hiperinfestacién por Strongyloides stercoralis.

3.2.4. Pruebas de diagnéstico

Describir las pruebas de diagnéstico utilizados en los casos de coinfeccidn entre Strongyloides
stercoralis y el SARS-CoV-2.

3.2.5. Tratamientos

Describir los tratamientos utilizados en los casos de coinfeccién entre Strongyloides stercoralis y el

SARS-CoV-2.



I} MATERIALES Y METODOS

4. DISENO

Se ha realizado una revisién sistemdtica de la literatura cientifica existente acerca del Sindrome de
hiperinfestacién por S. stercoralis y SARS-CoV-2.

4.2. ESTRATEGIA DE BUSQUEDA

Después de identificar el tema de estudio se realiza la bisqueda de informacién mediante la seleccién
de las palabras clave y su conversién en los Descriptores de Ciencias de la Salud (DeCS). De esta
manera se indexan los documentos para facilitar la busqueda. Seguidamente, se determinan los
Medical Subject Heading (MeSH): “Strongyloides stercoralis”, “SARS-CoV-2" and “Coronavirus
Infections”.

Para realizar la busqueda se utilizaron las bases de datos MEDLINE, Embase y Scopus, siendo la
ecuacién de bisqueda de MEDLINE la siguiente: ("Strongyloides stercoralis"[Mesh]) AND ("SARS-
CoV-2"[Mesh]).

Ademds, se realiza una bisqueda ampliada utilizando los términos “COVID-19” y “Coronavirus
Infections”.

4.3. CRITERIOS DE SELECCION

Con el fin de adecuar la bisqueda a nuestro tema seleccionado, se seleccionan una serie de criterios
de inclusién:

¢ Poblacién de estudio queda restringida a humanos.
*  Articulos cientificos publicados en inglés o espafiol.

¢ Articulos publicados desde 2020.

Una vez obtenidos los articulos mediante los criterios de inclusién, se excluyen aquellos que no estén
relacionados con el tema de este trabajo mediante la lectura del titulo, del resumen y del texto completo,
ademds de los duplicados.

4.4. CONSIDERACIONES ETICAS

Este TFG ha sido aprobado por la Oficina de Investigacién Responsable de la Universidad Miguel
Herndndez de Elche (UMH) con el cédigo: TFG.GFA.LAS.BTE.230317.
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RESULTADOS

5.1. RESULTADOS DE LA BUSQUEDA

La bisqueda inicial en base a los términos MeSH arroja 104 resultados, 23 procedentes de MEDLINE,
39 de Embase y 42 de Scopus. Al aplicar los criterios de inclusién y exclusidn se obtienen 21 de
MEDLINE, 37 de Embase y 33 de Scopus. Ademds, se afiadié un articulo obtenido por bisqueda
manual. Se incluyen en la revisién 21 articulos, como se puede apreciar en la Figura 6.

Figura 6. Diagrama de flujo de la identificacién y seleccién de los estudios (Fuente: Produccién propial).



5.2. DESCRIPCION DE LOS ESTUDIOS INCLUIDOS

5.2.1. Caracteristicas casos clinicos

Estados Metilprednisolona + Cultivo de N Ivermectina
M 68 Importado Diseminada
Unidos P Tocilizumab heces Albendazol
: a D t + E :
Italia F 59 Autéctono ex“m_e asona . de,en, Ivermectina
Tocilizumab microscépico
+ IFAT
India M 53 Autéctono Metilprednisolona ) Exam)en. SH Ivermectina
microscépico Albendazol
a A E .
Per( F 4 Autéctono --- . xam’en. Ivermectina
microscépico
Serologi .
Espafia M 45 Importado Dexametasona erolegla Ivermectina
+ Examen
microscépico
Est E R .
S?dos M 72 Importado Dexametasona X xom,en~ Diseminada lvermectina
Unidos microscépico
Metilprednisolona + Serologia +
Bélgica M 59 Importado Ivermectina
¢ P Anakinra PCR
Estad . Exam .
S X os M 76 Autéctono Dexametasona . X ’en. Ivermectina
Unidos microscépico
M 74 Importado Dexametasona Serologia Larva currens Ivermectina
Espafa
F 45 Importado Dexametasona Serologia SH Ivermectina
Est D t + , q
s (.:ldOS M 63 Importado exumfa .o.s?nu Serologia SH Ivermectina
Unidos Baricitinib
India M 58 Autéctono Metilprednisolona ) Excm)env Ivermectina
microscépico Albendazol

Tabla 1. Reportes de casos clinicos obtenidos en la revisién. M=Masculino, F=Femenino, SH=sindrome de hiperinfestacién, PCR: reaccién en
cadena de la polimerasa, IFAT= técnica de inmunofluorescencia con anticuerpos (Fuente: produccién propia).

De los articulos resultantes de la bisqueda sistemdtica 12 fueron casos clinicos individuales, cuya
procedencia, sexo, edad, tratamiento, diagndstico y clinica presentada se muestran en la tabla 1. Todos
los casos fueron resueltos, menos el descrito por Kim el al., en 2022, que resulté en la muerte del
paciente®. A destacar el caso de una nifia de 4 afos acontecido en Per(™:.

Excluyendo el caso que se acaba de nombrar, la edad media de los pacientes es de 61,1 afios,
siendo mds prevalente el género masculino (81,81%). La manera mds frecuente de diagnosticar la
estrongiloidiasis es el examen microscépico de heces (58,3%) seguido de la serologia (41,6%)%°-°.

De los casos clinicos observados el 58,33% de los pacientes fueron casos importados y el 41,67%
autdctonos. De los casos importados que se observan en la Tabla 1, 3 pacientes son procedentes de
Ecuador?®®343¢ 1 de Bolivia®®, 1 de Honduras®®, 1 de Camboya® y 1 de Nicaragua®.

Se traté con ivermectina al 83,3% (10/12) de los pacientes, mientras que se dio terapia combinada
(ivermectina+albendazol) en el resto (2,/12)3°-4°,
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5.2.1.1. Sintomatologia observada en los casos clinicos

En la Figura 8 se recogen la sinftomatologia presente en los casos clinicos®*-°.

Figura 8. Sintomatologia observada debida a la coinfeccién respecto al nimero de pacientes en que fue observada (Fuente: produccién
propia)3°-40.

5.3. PORCENTAJE DE SINDROME DE HIPERINFESTACION

En la Tabla 2 se observan 3 articulos obtenidos en la bisqueda sistemdtica, que recogen casos clinicos
de pacientes coinfectados por COVID-19 y S. stercoralis a nivel mundial. Esta tabla recoge la proporcidn
de pacientes con SH y el porcentaje de ellos que estuvieron sometidos a terapia inmunosupresora. En el
estudio de Seeger et al. se reporta la muerte de un paciente®'.

6 1(16,7) 6 (100)
7 3 (42,9) 7 (100)
22 7 (31,8) 6 (85,7)

Tabla 2. Porcentaje observado de sindrome de hiperinfestacién (SH) y uso de terapia inmunosupresora en pacientes coinfectados por
COVID-19 y Strongyloides stercoralis (Fuente: produccién propia).
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5.3.1. Caracteristicas de los pacientes

Como se puede apreciar en la siguiente tabla (Tabla 3) la edad media de los pacientes que presentan
estrongiloidiasis y COVID-19 estd alrededor de 50-60 afios.

Si se realiza la media de edad teniendo en cuenta solo aquellos pacientes que han desarrollado
hiperinfestacién, aumenta en dos estudios mientras que uno disminuye.

Edad media

Autor, an N.2 -
utor, aio casos (afos)

Edad (afos)

Pereira et al., 20217 6 61,3 53

Kim et al., 2022*° 7 60,9 63,3
Seeger et al., 2023 22 54,5 76,57

Tabla 3. Edad media de pacientes coinfectados con COVID-19 y Strongyloides stercoralis y edad media de los pacientes que presentan
sindrome de hiperinfestacién (SH) (Fuente: produccién propia).

En la Figura 7 se muestra un diagrama donde se representa la diferencia de sexo en los diferentes

estudios obtenidos. Salvo en el estudio de Lorenzo et al., se observan mayores tasas en hombres
(60-70%)%.

Figura 7. Diferencias en el sexo de los pacientes coinfectados (Fuente: produccién propia)#2%41.
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5.3.2. Situacién en Espaia

Rodriguez-Guardado et al., realizé una encuesta en 2021 a 121 centros para conocer la situacién
diagnéstica y terapéutica de los coinfectados por COVID-19 y S. stercoralis en Espafia. Mediante
esta encuesta se planted la pregunta acerca del cribado de estrongiloidiasis en pacientes con SARS-
CoV-23. De los 121 centros, repartidos en las comunidades auténomas como muestra la figura 9, en
22 centros (18%) se realizé el cribado. estrongiloidiasis y COVID-19 estd alrededor de 50-60 afios.

Figura 8. Ndmero de participantes por Comunidad Auténoma (Fuente: Rodriguez-Guardado et al. 3).

El cribado se realizé mediante serologia en 16 centros, mediante serologia y cultivo agar-sangre en 4
centros y 2 centros utilizaron Gnicamente el cultivo.

23 227 4(1,76) 1

Tabla 4. Prevalencia de la coinfeccién en Espafia en 2021 (Fuente: produccién propia)

Por otro lado, Lorenzo et al., en 2021 realizaron un estudio acerca de la influencia del uso de inmuno-
supresores en pacientes inmigrantes con SARS-CoV-2 y el desarrollo de estrongiloidosis sinftomdtica
en Espafia. Fueron incluidos 86 pacientes de dreas endémicas con diagnéstico de COVID-19 vy,
mediante pruebas seroldgicas, se obtuvieron 7 pacientes con diagnéstico positivo en S. stercoralis.
Solo 3 pacientes (42,86%) habian recibido dexametasona?.



5.4. DIAGNOSTICO Y TRATAMIENTO

Como se observa en el siguiente diagrama (Figura 10) el método utilizado para diagnosticar la
estrongiloidosis es la serologia en los 3 estudios, seguido del examen microscépico de heces”3%4.

Figura 9. Métodos de diagnéstico de estrongiloidosis segin cada estudio (Fuente: produccién propia)’2%4'.

Enlatabla 5 se recogen la posologiay la duracién del tratamiento de los casos clinicos. El 18,18% de
los pacientes reciben una dosis Unica de ivermecting, el 36,37% reciben 2 dosis y el 45,45% reciben
el tratamiento completo de 14 dias. En el caso del albendazol, se utiliza la misma posologia3®-343¢-40,

En el caso de Nifiez-Gdmez et al. el pa-
ciente, tras una primera dosis de ivermecting,
sufre una erupcién maculopapular difusa
y ante una posible reaccién alérgica, se
interrumpe la terapia antihelmintica. El
paciente continla con prurito y se realiza
otro examen de heces, donde se observan
larvas de S. stercoralis. Consecuentemente,
se reinicia el tratamiento con ivermecti-
na®. El paciente del caso de Singh et al.
presenta una coinfeccién de S. stercoralis
y Ascaris lumbricoides*.
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Autor, ano Posologia Duracion tratamiento

Lier et al., 20203° Ivermectina (200ug/kg/24h) 14 dias
Albendazol (400mg/12h)

Marchese et al., 2020 Ivermectina (200ug,/kg) Unica dosis

Gautam et al., 202132 Ivermectina 14 dias
Albendazol
Nakandakari et al., 202132 Ivermectina (1 gotas/kg) 2 dias

Nunez-Gomez Ivermectina (200pg/kg) 1. Unica dosis
et al., 20213 2. 14 dias

Stylemans et al., 20213 Ivermectina (200ug/kg) Unica dosis
Alkaabba et al., 2022% Ivermectina (200ug/kg/24h) 2 dias

Ivermectina (200pg/kg/24h) 2 dias

Feria et al., 202238

Ivermectina (200pg/kg/24h) 2 dias

Kim et al., 2022%° Ivermectina (200ug/kg/24h) 14 dias

Ivermectina (200ug/kg/24h)
Singh et al., 2022 14 dias

Albendazol (400mg/12h)

Tabla 5. Posologia y duracién del tratamiento antiparasitario de los casos clinicos. (Fuente: produccién propia).

El tratamiento mds utilizado para la coinfeccién es la ivermectina como se puede apreciar en la
Figura 11. En algunos casos, se ha llegado a utilizar la ivermectina combinada con albendazol,
siendo muy raro el uso de este solo.

Figura 10. Estrategia de tratamiento de estrongiloidosis en cada estudio (Fuente: produccién propia)*%4'.



5.5. PROTOCOLOS DE CRIBADO

De la revisién sistemdtica se obtienen 4 estudios que tratan sobre protocolos de cribado, se visualizan
en la Tabla 6.

Autor

Tailandia

Luvira et al., %2 2022

Vellere et al.,*® 2021 Italia

Carnino et al., 44 2021 Suiza

Stauffer et al., ** 2020 Estados Unidos

Tabla 6. Articulos que tratan de protocolos de cribado (Fuente: produccién propial).

Luvira et al. indican que antes de iniciar el tratamiento con corticoides para la COVID-19 se debe de
evaluar la posible infestacidn crénica latente por S. stercoralis. La estrategia se basa en la recomendacién
de CATMAT (Comité de Asesoramiento sobre Medicina Tropical y Viajes) de 2016 y proponen el
esquema de cribado que se muestra en la Figura 1242,

Figura 11. Protocolo de cribado de Luvira et al.*? (Fuente: produccién propial).
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Vellere et al. proponen en ltalia, un protocolo para pacientes hospitalizados por COVID-19 en un
entorno no endémico para evitar la posible diseminacién de S. stercoralis. El protocolo que se
esquematiza en la Figura 1343,

Figura 12. Protocolo de cribado de Vellere et al. *3 (Fuente: produccién propia).

El protocolo de Carnino et al. desde Suiza, se puede aplicar para cualquier terapia inmunosupresora
(quimioterapia, agentes bioldgicos o terapia relacionada con SARS-CoV-2). Centra el riesgo del
paciente segun el estado de inmunosupresién y la exposicién epidemioldgica, estableciendo 3 grandes
grupos segin su riesgo de infeccién (ver Figura 14). De esta manerq, se recomienda realizar pruebas de
diagnéstico directas cuando el paciente esté inmunosuprimido, ya que hay mayor riesgo de SH y,
por lo tanto, mayor eliminacién de larvas; y pruebas indirectas cuando el paciente no haya recibido
todavia el tratamiento inmunosupresor, ya que la sensibilidad de la serologia disminuye durante la
inmunosupresién®“.

Figura 13. Protocolo de cribado de Carnino et al. 4.



Stauffer et al., en 2020 presenta una estrategia para evitar el SH durante la pandemia de COVID-19
que se esquematiza en la Figura 15. Divide la estrategia en funcién de si se trata de un ambiente
ambulatorio u hospitalario. Para los pacientes con COVID-19 leve, se aconseja realizar una prueba
y tratar. En cambio, para los pacientes con COVID-19 candidatos a dexametasona se recomienda
un tratamiento presuntivo con ivermectina®.

Figura 14. Protocolo de cribado de Stauffer et al. +5.
Olivera sefiala que los protocolos de cribado que se basan en la realizacién de pruebas seroldgicas y

el fratamiento presuntivo con ivermectina no son adecuados para paises endémicos de bajos recursos
econdmicos*. En la Figura 16 se muestra la estrategia sugerida.

Figura 15. Estrategia de cribado de Olivera*® (Fuente: produccién propia).
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5.6. COINFECCION EN INMIGRANTES

El estudio de Lorenzo et al., muestra que el 8,14% de los inmigrantes que son positivos en COVID-19,
presentan estrongiloidiasis en Salamanca. Segin este estudio se debe de realizar una estratificacién
epidemioldgica en funcién del pais de nacimiento, el pais de residencia actual y los viajes de larga
duracién para prevenir el riesgo de hiperinfestacién?.

El estudio de Jenks et al. es un estudio retrospectivo realizado en un centro de salud de New York. Se
realizé una investigacién acerca de la importancia de la aparicién de SH en inmigrantes tratados por
corticoides. De 6.412 pacientes que acudieron ambulatoriamente por COVID-19, 68 (1%) pacientes
presentaban eosinofilia y 19 (0,3%) fueron positivos a S. stercoralis?.

DISCUSION

Recientemente ha aumentado la inquietud por la posible reactivacién de una infeccién crénica por
S. stercoralis con el uso de terapias inmunosupresoras®.

La prevalencia observada de SH varia mucho dependiendo de los estudios publicados, esto puede
deberse a que no se haya establecido un protocolo de cribado que iguale las condiciones de diagndstico.
Sin embargo, si que se observa que entre un 85-100% de los pacientes que acaban con un cuadro de
hiperinfestacién masiva llevaban una terapia inmunosupresora para la COVID-197%4!. No se observa
diferenciq, en relacién con la terapia inmunosupresora administrada.

En general, el uso de dexametasona es seguro cuando se usa a bajas dosis y durante cortos periodos
de tiempo?, pero la inmunosupresién severa que se causa en los pacientes, potencia el riesgo de la
aparicién de ofras infecciones?. Riesgo que no se tuvo en cuenta al tratar a pacientes infectados con
S. stercoralis sin diagnosticar y tratar?. Esta potenciacién puede deberse a la supresién del sistema
inmune o a la presencia de metabolitos de los corticoides que imitan a la ecdisona, cuya funcién es
estimular el ciclo biolégico del parésito®.

En cuanto a las caracteristicas de la po-
blacién, de manera general el perfil de
paciente coinfectado son hombres con una
edad media de 58,9 afios. Se observa que
la edad media aumenta en los casos de SH
con respecto a los casos coinfectados en
dos estudios, mientras que uno disminuye.
Esto puede deberse a que, al aumentar la
edad, se debilita la actuacién del sistema
inmune, aumentando asi el riesgo de dise-
minacién”?*4. El estudio de Barroso et al.,
realizado en Espaiiq, indica que una edad
promedio alta puede deberse a infestaciones
que se produjeron en la postguerra®.



Ademds, con relacién al género, se observa una mayor proporcién de hombres en 3 de 4 estudios”?3%4",

Es posible que se deba a que tradicionalmente los hombres se han ocupado a profesiones como la
agricultura y debido al ciclo de vida del pardsito, tienen mayor probabilidad de infestacién®.

Realizar un diagnéstico diferencial de estrongiloidiasis se puede complicar debido a las similitudes de la
sintomatologia de un cuadro de hiperinfestacién y un caso grave de COVID-19. Hay autores que indican
que la presencia de eosinofilia es un buen indicador de estrongiloidosis crénica, sin embargo, ante una
infeccién por COVID-19 se produce eosinopenia, por lo que la sensibilidad de la eosinofilia como
marcador se veria reducida®'. En los casos clinicos, se observan que el 62,5% de los pacientes
presentan eosinofilia®°-4°.

Como consecuencia de la hiperinfestacién, la larva durante la migracién puede producir bacteriemia
y meningitis por bacterias Gram negativas entéricas, produciendo altas tasas de mortalidad*®. Se
observan en los casos clinicos 3 pacientes que tienen infeccién secundaria por Gram negativos
(Escherichia coli, Citrobacter freundii, Pseudomonas aeruginosa)®%353°,

Para realizar el diagnéstico, la prueba mas
utilizada es la serologia, seguida del examen
microscépico de heces”***". Como ya se ha
mencionado anteriormente, no todos los
paises cuentan con los recursos econémi-
cos para realizar una serologia y, ademds,
esta prueba tiene reaccién cruzada con
otros geohelmintos*%. En cuanto al examen
de heces, los estudios recomiendan, por
una parte, la utilizacién de técnicas de
concentracién (técnica de formol-éter o
Ritchie modificado). Y, por ofra parte, la
recogida de heces en dias alternos ya que
la hembra adulta libera las larvas de forma
intermitente.

La ivermectina es el tratamiento de referencia para la estrongiloidosis, siendo suficiente una Gnica
dosis de 200 pg/kg en estrongiloidosis no complicadas. En casos de infestacién diseminada o SH,

se aconseja la posologia de 200ug/kg/dia hasta que se resuelva el caso y la combinacién con
albendazol*"#2.

La migracién es un factor importante a tener en cuenta a la hora de comenzar una terapia inmunosu-
presora en un paciente. Jenks et al. recalcan la importancia de un buen cribado en aquellos inmigrantes
que vayan a recibir corticoides y no hayan pasado por pruebas de deteccién al entrar en el sistema
sanitario %. Por lo tanto, es importante tener en cuenta si el pais de procedencia es zona endémica para
Strongiloides sp. o no*®.

En cuanto a la situacidn en Espafia, se observa un bajo porcentaje de centros con protocolo de
cribado y, ademds, durante la pandemia, la ivermectina no estaba disponible en la mayoria de los
centros médicos, complicando el diagnéstico y la rdpida actuacién por parte de los sanitarios®.

Finalmente, se observa la necesidad de establecer y validar un protocolo de cribado que unifique la
forma de actuar ante estos casos. Sin embargo, como indican Olivera et al., “° las estrategias que se
llevan a cabo en paises de altos ingresos no se pueden aplicar en paises endémicos de bajos recursos.
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CONCLUSIONES

Tras la realizacidn de esta revisién sistemdtica se han podido establecer, de acuerdo con los objetivos
fijados, las siguientes conclusiones:

* La prevalencia global de la coinfeccién por Strongyloides stercoralis y SARS-
CoV-2 no estd determinada. La mayoria de los casos detectados son individuos
procedentes de zonas endémicas.

* Los sinfomas mds prevalentes de la coinfeccién son fiebre, dolor abdominal y
eosinofilia.

* La terapia inmunosupresora para tratar la infeccién por SARS-CoV-2 aumenta
la aparicién de formas graves en paciente coinfectados con Strongyloides
stercoralis.

* No se observa diferencias en la reactivacién de Strongyloides stercoralis en
funcién del tratamiento inmunosupresor utilizado.

* Los métodos diagnésticos disponibles presentan limitaciones en cuanto a
sensibilidad y especificidad. Se hace, por ello necesario el desarrollo de una
prueba que permita mejorarlos.

* Laivermectina consiguié remitir la mayoria de los casos de hiperinfestacién
de Strongyloides stercoralis y SARS-CoV-2.

* Se ha detectado la necesidad de un unificar los protocolos de cribado para
los casos de reactivacién de la infeccién por Strongyloides stercoralis que han
sido sometidos a tratamientos con inmunosupresores.

296




B} REFERENCIAS

20.

21.

22.
23.

WHO (World Health Organization). Control de Enfermedades Tropicales Desatendidas [Internet]. [cited 2023 Mar 13].
Available from: https://www.who.int/teams/ control-of-neglected-tropical-diseases/soil-transmitted-helminthiases /
strongyloidiasis

WHO (World Health Organization). Enfermedades Tropicales Desatendidas [Internet]. [cited 2023 Feb 20]. Available
from: https:/ /www.who.int/es/news-room/questions-and-answers/item/neglected-tropical-diseases

Rodriguez-Guardado A, Alvarez-Martinez MJ, Flores MD, Sulleiro E, Torrds-Tendero D, Velasco M, et al. Screening for
strongyloidiasis in Spain in the context of the SARS-CoV-2 pandemic: Results of a survey on diagnosis and treatment.

Enferm Infecc Microbiol Clin. 2022;
Czeresnia JM, Weiss LM. Strongyloides stercoralis. Lung. 2022 Apr 1;200(2):141-8.

Meiia R, Nutman TB. Screening, prevention, and treatment for hyperinfection syndrome and disseminated infections
caused by Strongyloides stercoralis. Vol. 25, Current Opinion in Infectious Diseases. 2012. p. 458-63.

Puthiyakunnon S, Boddu S, Li Y, Zhou X, Wang C, Li J, et al. Strongyloidiasis—An Insight into Its Global Prevalence and
Management. Vol. 8, PLoS Neglected Tropical Diseases. Public Library of Science; 2014.

Pereira CVM, Mastandrea GRA, Medeiros ACC de S, Gryschek RCB, de Paula FM, Corral MA. Covid-19 and strongy-
loidiasis: What to expect from this coinfection? Vol. 76, Clinics. UNIV SAOPAULO; 2021.

Barroso M, Salvador F, Sdnchez-Montalvé A, Bosch-Nicolau P, Molina I. Strongyloides stercoralis infection: A systematic
review of endemic cases in Spain. PLoS Negl Trop Dis. 2018 Mar 1;13(3).

Schér F, Trostdorf U, Giardina F, Khieu V, Muth S, Marti H, et al. Strongyloides stercoralis: Global Distribution and Risk
Factors. PLoS Negl Trop Dis. 2013;7(7).

. CDC. CDC - DPDx - Estrongiloidiasis [Internet]. [cited 2023 Feb 20]. Available from: https://www.cdc.gov/dpdx/

strongyloidiasis/index.html

Campo Polanco L, Gutiérrez LA, Cardona Arias J, Laura Francisca Campo Polanco C. Revisidn sistemdtica y metandlisis
infeccién por Strongyloides stercoralis: metandlisis sobre evaluacién de métodos diagnésticos convencionales (1980-

2013). Vol. 88, Rev Esp Salud Piblica. 2014.

Clark TN, Gilman RH. Hookworm and Strongyloides Infections. In: Hunter’s tropical medicine and emerging infectious
diseases. 2019. p. 845-90.

Belhassen-Garcia M, Ferndndez Rivas G, Merino Amador P, Rodriguez Guardado A, Salvador F. Documento de revisién

de estrongiloidiosis GEPI-SEIMC.

Puerta-Pefia M, Calleja Algarra A. Larva Currens in Strongyloides Hyperinfection Syndrome. New England Journal of
Medicine. 2022 Apr 21;386(16):1559-1559.

Arifin N, Hanafiah KM, Ahmad H, Noordin R. Serodiagnosis and early detection of Strongyloides stercoralis infection.
Vol. 52, Journal of Microbiology, Inmunology and Infection. Elsevier Ltd; 2019. p. 371-8.

Kishimoto K, Hokama A, Hirata T, lhama Y, Nakamoto M, Kinjo N, et al. Endoscopic and histopathological study on the
duodenum of Strongyloides stercoralis hyperinfection. World J Gastroenterol. 2008 Mar 21;14(11):1768-73.

Salvador F, Trevifio B, Chamorro-Tojeiro S, Sdnchez-Montalva A, Herrero-Martinez JM, Rodriguez-Guardado A, et al.
Imported strongyloidiasis: Data from 1245 cases registered in the +REDIVI Spanish collaborative network (2009-2017).
PLoS Negl Trop Dis. 2019 May 1;13(5).

Pérez JL, Carranza C, Mateos F. Antiparasitarios. Revisién de los farmacos dtiles en el tratamiento de parasitosis clasicas
y emergentes. Vol. 22, Rev Esp Quimioter. 2009.

Cooper PJ, Nutman TB. Ivermectin. In: Edward T. Ryan, editor. Hunter's tropical medicine and emerging infectious

diseases. 10th ed. Elsevier; 2019. p. 1155-6.

Mensa J, Soriano A, Lépez-Suié E, Liinares P, Barberdn J, Zboromyska Y. Guia de terapéutica antimicrobiana 2022.
32nd ed. ANTARES; 2022.

Ficha técnica. [Internet]. Available from: https://cima.aemps.es/cima/publico/detalle.html2nregistro=85728
Bloom AK, Ryan ET. Albendazole. In: Hunter's tropical medicine and emerging infectious diseases. 2019. p. 1141-3.
Farthing M, Fedail S, Savioli L, Bundy DAP, Krabshuis JH. Manejo de la Estrongiloidiasis.

297



298

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Abdoli A, Falahi S, Kenarkoohi A. COVID-19-associated opportunistic infections: a snapshot on the current reports. Vol.
22, Clinical and Experimental Medicine. Springer Science and Business Media Deutschland GmbH; 2022. p. 327-46.

Pascual Pareja JF, Garcia-Caballero R, Soler Rangel L, Vézquez-Ronda MA, Roa Franco S, Navarro Jiménez G, et al.
Effectiveness of glucocorticoids in patients hospitalized for severe SARS-CoV-2 pneumonia. Med Clin (Barc). 2021 Mar
12;156(5):221-8.

Horby P, Lim WS, Emberson JR, Mafham M, Bell JL, Linsell L, et al. Dexamethasone in Hospitalized Patients with Covid-19.
N EnglJ Med [Internet]. 2021 [cited 2023 Apr 29];8:693-704. Available from: www.recoverytrial.net.

Lorenzo H, Carbonell C, Vicente Santiago MB, Lépez-Bernus A, Pendones Ulerio J, Mundz Bellido JL, et al. Influence
of the drugs used in migrant patients with severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 and the development of
symptomatic strongyloidiasis. Trans R Soc Trop Med Hyg. 2022 May 1;116(5):440-5.

Zamarrén E, Carpio C, Villamadan E, Alvarez-Sala R, Borobia AM, Gémez-Carrera L, et al. Impact of systemic
corticosteroids on hospital length of stay among patients with COVID-19. Farmacia Hospitalaria. 2023 Mar 1;

Jenks NP, Driscoll B, Locke T. Strongyloidiasis Hyperinfection Syndrome in COVID-19 Positive Migrants Treated with
Corticosteroids. J Immigr Minor Health. 2022 Dec 1;24(6):1431-4.

Lier AJ, Tuan JJ, Davis MW, Paulson N, McManus D, Campbell S, et al. Case report: Disseminated strongyloidiasis in a
patient with COVID-19. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene. 2020 Oct 1;103(4):1590-2.

Marchese V, Crosato V, Gulletta M, Castelnuovo F, Cristini G, Matteelli A, et al. Strongyloides infection manifested during
immunosuppressive therapy for SARS-CoV-2 pneumonia. Infection. 2021 Jun 1;49(3):539-42.

Gautam D, Gupta A, Meher A, Siddiqui F, Singhai A. Corticosteroids in Covid- 19 pandemic have the potential to unearth
hidden burden of strongyloidiasis. IDCases. 2021 Jan 1;25.

Nakandakari Gomez MD, Marin Macedo H, Seminario Vilca R. IgA (Henoch Schénlein Purpura) Vasculitis in a Pediatric
Patient with COVID-19 and Strongyloidiasis. Revista de la Facultad de Medicina Humana. 2021 Jan 12;21(1):184-90.

Nifez-Gémez L, Comeche B, Subirats M. Strongyloidiasis: An important coinfection in the COVID-19 era. American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene. 2021 Nov 1;105(5):1134-5.

Patel A, Bender W, Gonzalez E, Williamson M. A case of disseminated strongyloidiasis during treatment for covid-19.

Chest. 2021 Oct; 160(4):A278.

Stylemans D, Cauwelaert S Van, Haenens AD’, Slabbynck H. COVID-19-Associated Eosinopenia in a Patient With
Chronic Eosinophilia Due to Chronic Strongyloidiasis [Internet]. 2021. Available from: www.infectdis.com

Alkaabba F, Li H, lbrahim F. Activating dormant strongyloidiasis secondary to COVID-19 treatment. 2022; Available
from: https://dx.doi.org/10.17352 /gjmccr

Feria L, Torrado M, Anton-Vazquez V. Reactivation of Strongyloides stercoralis in patients with SARS-CoV-2 pneumonia
receiving dexametasona. Vol. 158, Medicina Clinica . John Wiley and Sons Ltd; 2022. p. 239-47.

Kim J, Sivasubramanian G. Strongyloides Hyperinfection Syndrome among COVID-19 Patients Treated with Corticosteroids.
Emergente Infect Dis. 2022 Aug 1;28(7):1531-3.

Singh S, Singh US. Coinfection with Strongyloides and Ascaris in a COVID-19-positive male presenting with acute
abdomen: A case report. Future Microbiol. 2022 Sep 1;17(14):1099-105.

Seeger D, Cornejo Cisneros E, Lucar J, Denyer R. Strongyloides and COVID-19: Challenges and Opportunities for Future
Research. Vol. 8, Tropical Medicine and Infectious Disease. MDPI; 2023.

Luvira V, Siripoon T, Phiboonbanakit D, Somsri K, Watthanakulpanich D, Dekumyoy P. Strongyloides stercoralis: A
Neglected but Fatal Parasite. Vol. 7, Tropical Medicine and Infectious Disease. MDPI; 2022.

Vellere I, Graziani L, Tilli M, Mantella A, Campolmi I, Mencarini J, et al. Strongyloidiasis in the COVID era: a warning
for an implementation of the screening protocol. Vol. 49, Infection. Springer Science and Business Media Deutschland

GmbH; 2021. p. 1065-7.

Carnino L, Schwob JM, Gétaz L, Nickel B, Neumayr A, Eperon G. A practical approach to screening for Strongyloides
stercoralis. Trop Med Infect Dis. 2021 Dec 1;6(4).

Stauffer WM, Alpern JD, Walker PF. COVID-19 and Dexamethasone: A Potential Strategy to Avoid Steroid-Related
Strongyloides Hyperinfection. Vol. 324, JAMA - Journal of the American Medical Association. American Medical
Association; 2020. p. 623-4.



46. Olivera MJ. Dexamethasone and COVID-19: Strategies in low- And middle-income countries to tackle steroid-related
Strongyloides hyperinfection. Vol. 104, American Journal of Tropical Medicine and Hygiene. American Society of
Tropical Medicine and Hygiene; 2021. p. 1611-2.

47. Herbert DR, Stoltzfus JDC, Rossi HL, Abraham D. Is Strongyloides stercoralis hyperinfection induced by glucocorticoids a
result of both suppressed host immunity and altered parasite genetics2 Mol Biochem Parasitol. 2022 Sep 1;251.

48. Shirley DA, Moonah S. Perspective piece COVID-19 and corticosteroids: unfamiliar but potentially fatal infections
that can arise following short-course steroid treatment. American Journal of Tropical Medicine and Hygiene
[Internet]. 2021;104(3):790-3. Available from: hitps://www.embase.com/search/results2subaction=vie-
wrecord&id=12011492842&from=export

Blanca Tristan Escudero
lacosta@umh.es

Titulo de Trabajo de Fin de Grado: Hiperinfestacién por Strongyloides stercoralis tras el uso de inmunosupresores en la terapia frente al
SARS-CoV-2.

Tutores: Lucrecia Acosta Soto. Fernando Jorge Bornay Llinares.

Centro de realizacién/ presentacién: Universidad Miguel Herndndez de Elche.

Fecha de lectura: 15 de junio de 2023.

299



Cecilia Vallejo Leén

HASTATS T o

RESUMEN
ABSTRACT
1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1. ENCUADRE TAXONOMICO

1.2. EPIDEMIOLOGIA Y DISTRIBUCION
GEOGRAFICA DE LOS SUBTIPOS

1.3. MORFOLOGIA

1.4. CICLO BIOLOGICO Y MECANISMO DE
TRANSMISION

2. OBJETIVOS DEL TRABAJO
3. MATERIAL Y METODOS
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PAPEL PATOGENO/COMENSAL

4.1.1 Segin morfologia
4.1.2 Segin presencia o no de coinfeccién
4.1.3 Segln nimero de parésitos

4.1.4 Segin el compromiso inmunitario
del paciente

4.2. MECANISMO INMUNOMODULADOR
(PAPEL COMO COMENSAL)

4.3. MECANISMO DE VIRULENCIA
E INMUNOPATOGENICIDAD
(PAPEL COMO PATOGENO)

4.4. PRESENTACION CLINICA/
SINTOMATOLOGIA
4.4.1 Sindrome del Intestino Irritable
4.4.2 Urticaria
4.4.3 Cancer

4.5. DIAGNOSTICO
4.6. TRATAMIENTO
4.7. PROFILAXIS

. CONCLUSIONES

. BIBLIOGRAFIA



Cecilia Vallejo Ledn

Parasitologia, Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de Madrid

Plaza de Ramén y Caijal, s/n, 28040, Madrid

BLASTOCYSTIS SPP.

Resumen

lastocytis spp. es un pardsito protista de distribucién mundial que parasita tanto humanos

como animales. Puede tener un papel patégeno o comensal, en lo que influyen factores

como la cepa o subtipo del que se trate, la forma morfolégica, si existe una coinfeccién, el
nimero de pardsitos infectante y el compromiso inmunitario del paciente. Tiene tropismo por el tracto
gastrointestinal, por lo que en caso de actuar como patégeno dando lugar a sinftomas gastrointestinales
tipicos u otros mds llamativos como el intestino irritable, cancer o urticaria.
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BLASTOCYSTIS SPP.

Abstract

lastocytis spp. is a protist parasite with a worldwide distribution that parasitizes both humans

and animals. It may have a pathogenic or commensal role, which is influenced by factors

such as the strain or subtype in question, the morphological form, whether there is a coinfection,
the number of infecting parasites and the patient's immune compromise. It has tropism for the
gastrointestinal tract, so it acts as a pathogen, giving rise to typical gastrointestinal symptoms or
other more striking symptoms such as irritable bowel, cancer or urticaria.

SIXD oid ‘Jusawypaly ‘sisoubpip 42oupd ‘(DLIPdIJIN) SBAIY / awolipu amMog a|qpylal] ‘wsijpsuawwod ‘Ajdiuaboyypd ‘siysAd0yso|g :
1xp|Aydoud 1souBoip (o1pOKIN) s9ALY (S q]) puAg [amog a|qpyt| ‘wsi| Ayprusboyyod ‘sys£04spg :SAYOMAIN



Il INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

1.1. ENCUADRE TAXONOMICO

Blastocystis es un ser vivo unicelular, eucariota y de metabolismo anaerdbico. En relacién a su taxo-
nomia, los Gltimos andlisis genéticos hechos a nivel de la subunidad pequefia del ARN ribosomal,
lo clasifican dentro del reino chromista, infrarreino Halvaria, superfilo Heterokonta y filo Bigyra. (1)

Al poder colonizar el tracto gastrointestinal de tanto el ser humano como de otros animales, su
denominacién se ha actualizado de Blastocystis hominis a Blastocystis spp. (2).

1.2. EPIDEMIOLOGIA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LOS SUBTIPOS

La infeccién por Blastocystis spp. tiene una notable repercusién sanitaria, ya que a dia de hoy es
el pardsito protista més frecuentemente hallado en los anélisis microscépicos fecales. A nivel mun-
dial, existen mil millones de personas colonizadas (3), siendo més frecuente en los paises en vias
de desarrollo, especificamente aquellos con climas tropicales y subtropicales, donde alcanza una
prevalencia de entorno al 30-50% y puede encontrarse incluso en agua tratada y considerada
“apta” para el consumo (4), mientras que ésta es del 1,5-10% en paises desarrollados. En cuanto
a su prevalencia en la poblacién infantil, la infeccién por Blastocystis spp. es una de las parasitosis
mds frecuentes en Europa (5).

Para determinar el subtipo de Blastocystis, también acudimos a la secuenciacién del ARN ribosémico.
Para considerar un nuevo subtipo, se necesita poder demostrar una variabilidad de més de un 5% en el
ADN con los demds subtipos identificados (6). Asi, a dia de hoy, se identifican diecisiete subtipos, ocho
de los cuales (ST1-ST8) colonizan a humanos y animales, un subtipo infecta exclusivamente a humanos
(ST9) y los restantes (ST10-ST17), Gnicamente en animales.

Por lo tanto, cabria destacar que Gnicamente podrian causar infeccién y sinftomatologia en humanos los
subtipos ST1-ST9, en todo caso.

A nivel europeo, los subtipos mds prevalentes son el ST1, ST2, ST3 y ST4, los cuales suman mas del 0%
de todos los casos registrados (7).

Tanto a nivel mundial como europeo, el mds prevalente es el ST3 (8). A nivel europeo, estaria seguido
del ST4, el cual, cabe destacar que se sitGa como el subtipo principal en algunos paises europeos como
Espafia y Alemania y cuya prevalencia se espera que acabe aumentando, posiblemente sustituyendo al
ST3 en prevalencia.

Por otro lado, si nos centramos en los paises en vias de desarrollo en los que existe un clima tropical,
como puede ser en Sudamérica y Africa, el principal subtipo es el ST1, el cual también destaca por un
mayor cardcter zoondtico.

1.3. MORFOLOGIA

Blastocystis spp posee muchas estructuras celulares comunes con las células humanas, asi como una
mitocondria con doble membrana y ADN circular, la cual se piensa que tiene un papel fundamental
en el metabolismo energético del parésito.

Al igual que muchos pardsitos, Blastocystis presenta diferentes morfologias segun la etapa del ciclo
vital en la que se encuentre, cada una de las cuales con caracteristicas y tamafio diferente:
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Vacuolar (Fig 1, a): cuando adopta esta conformacién, Blastocystis presenta una gran vacuola central
con componentes de reserva, como lipidos, carbohidratos y otros componentes implicados en la repli-
cacién celular. Esta vacuola desplaza el nicleo y otros componentes intracelulares hacia la periferia
de la célula. El didgmetro medio de esta forma oscila entre 2 y 200 micrémetros, aunque en la mayoria
de los casos, los valores medios suelen estar entre 4 y 15 micrémetros. Esta forma puede encontrarse
tanto en muestras de heces frescas como en cultivos de laboratorio. Dentro de las formas vacuolares,
cabe destacar otras formas similares pero menos visualizadas y estudiadas, principalmente debido a
su menor tamafio, como la multivacuolar o la avacuolar, las cuales tienen didmetro medio de entre
5-8 micrémetros (9).

La forma multivacuolar, que cuenta con muchas vacuolas en el citoplasma, suele formarse tras la
forma vacuolar y como estadio previo a los pre-quistes, principalmente en aquellos que dardn lugar
a los quistes de pared gruesa.

La forma avacuolar, que no presenta vacuolas, también se forma tras la conformacién vacuolar y
previo a los pre-quistes que dardn lugar a quistes tanto de pared fina como gruesa. En el caso de los
quistes de pared fing, su formacién puede ser antes o después de la forma ameboide, dependiendo
de algunas condiciones como la cepa de la que se trate.

Ameboide (Fig. 1, c): esta forma supone un estado de transicién entre la forma vacuolary el pre-quiste
que, posteriormente, dard lugar a un quiste de pared gruesa. Se caracteriza por la presencia de
pseuddpodos, estructuras originadas a partir del citoplasma celular que permite un movimiento,
aunque lento, y que tienen capacidad de fagocitar y almacenar en el interior celular restos celulares
o bacterianos. Tienen un tamafio medio de 10 micrémetros. Se encuentran en heces frescas de
pacientes sinftomdticos, es decir, en heces diarreicas, asi como en cultivos (9).

Quistica (Fig. 1, d): esta morfologia se caracteriza por su pared esférica multilaminar que ejerce
un efecto de proteccién sobre los quistes. Se forman como consecuencia de una esquizogonia del
pre-quiste. Al igual que la forma vacuolar, presentan vacuolas con sustancias de reserva y fienen un
tamafio de entre 1y 4 micrémetros (9). Se les suele conocer como quistes fecales dada su localizacién
principalmente en muestras de heces frescas. A su vez, dentro de los quistes, distinguimos dos tipos:

Estos quistes se forman tras la esquizogonia de un pre-quiste
originario de la forma ameboide. Son expulsados al exterior via fecal y serdn los respon-
sables de la infeccién por Blastocystis en caso de ser ingeridos. Tienen una supervivencia
de alrededor de un mes a una temperatura de 25°C pero puede aumentar hasta dos meses
a temperaturas més bajas de en torno a 4°C. Son sensibles y, por tanto, pueden eliminarse
usando desinfectantes o sometiéndolos a temperaturas extremas.

Estos quistes se forman tras la esquizogonia de un pre-quiste
originario de la forma multivacuolar. No se liberan a través de las heces por lo que
no salen al medio exterior ni son causantes de la propagacién de la infeccién a otras
personas. Sin embargo, si que se liberan en el propio intestino grueso de los pacientes
infectados.

Granular (Fig 1, b): esta forma solo aparece
en presencia de algunos estimulos como la
presencia de anfibidticos o sueros incorpo-
rados en medios de cultivo. Su caracteristica
fundamental es la presencia de granulaciones
con funciones metabdlicas y reproductivas,
las cuales pueden encontrarse libres en el
citoplasma o en el interior de una vacuola
centfral. Tiene un didmetro de entre 2 a 200
micrémetros de didmetro y suele encontrarse
en ciertos medios especificos que presenten
dichos estimulos que fomentan su crecimiento,
como es el caso del medio Boeck-Drbohlav,
que suele contener suero fetal bovino como
fuente de nutrientes (9).

Figura 1. Morfologia de Blastocystis. (6)



1.4. CICLO BIOLOGICO Y MECANISMO DE TRANSMISION

Al tener contacto por via oral con la forma infectante, es decir, con los quistes de pared gruesa,
debido a una mala higiene o a la contaminacién de alimentos o agua, ya que la via de transmisién
es fecal-oral, dichos quistes llegan al tracto digestivo. Al pasar por el estémago, la accién de los
jugos gastricos hace que pierdan su pared multilaminary, cuando alcanzan el intestino grueso, tiene
lugar el desenquistamiento, pasando a adoptar una conformacién vacuolar, las cuales se dividirdn
por fisién binaria (10). En este caso, pueden seguir dos rutas (Fig. 2):

A. Diferenciarse en formas multivacuolares, las cuales formardn un pre-quiste que se dividird por
esquizogonia, dando lugar a un quiste de pared fina, que acabaré desenquistandose a nivel del
intestino grueso del paciente y dard lugar a formas vacuolares, que harén que se perpetie el
ciclo infeccioso de Blastocystis y la sintomatologia, en caso de padecerla.

B. Diferenciarse en formas ameboides, las cuales evolucionarén a pre-quistes que, después de una

esquizogonia, dardn lugar a quistes de pared gruesa que se expulsardn por via exdgena a través
de las heces y, mediante infeccién fecal-oral, producirdn la infeccién de otras personas (10).

Figura 2. Ciclo biolégico de Blastocystis spp. (11)
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OBJETIVOS DEL TRABAJO

El objetivo de este Trabajo de Fin de Grado es realizar una investigacién a través de una revisién
bibliogréfica de la informacién publicada y vigente sobre Blastocystis spp. para profundizar sobre
sus funciones y mecanismos patégenos y comensales, asi como los factores implicados en la prevalencia
de uno u otro, la sintomatologia que produce, su diagnostico, tratamiento y profilaxis.

MATERIAL Y METODOS

Para la revisién bibliogrdfica se han seleccionado libros y documentos generales sobre Parasitologia y
més especificos sobre Blastocystis en los que se hacia hincapié en los puntos de interés a investigar, asi
como fuentes bibliograficas de diferentes bases de datos, tanto primarias, secundarias como terciarias,
como pueden ser PubMed, MedLine o Scielo.

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PAPEL PATOGENO/COMENSAL:

4.1.1. Segun morfologia

A pesar de que la forma multivacuolar es la causante de la formacién de los quistes de pared fina y de la
autoinfeccién al desenquistarse a nivel intestinal, la forma ameboide, causante de la infeccién exégena,
presenta una membrana externa irregular, que permite una gran adherencia al epitelio intestinal. Asi, se
ve incrementada la liberacién de proteasas por el epitelio intestinal y exacerbando la sintomatologia del
paciente.

Este hecho se comprueba a nivel de las muestras de heces recolectadas, ya que en las heces de pacientes
sintomdticos se encuentra una mayor cantidad de formas ameboides en comparacién con las heces de
los pacientes asintomdticos, en las cuales hay una mayor presencia de formas vacuolares.

4.1.2. Segun presencia o no de coinfeccién

Blastocystis spp. suele encontrarse asociado a ofros agentes infecciosos con los que comparte la
via de transmisién, como pardsitos, bacterias, hongos o virus. Dentro de los pardsitos mds frecuentes
causantes de coinfeccién encontramos Cryptosporidium parvum, Cyclospora cayetanensis, Endolimax
nana, Entamoeba coli, Entamoeba dispar, Entamoeba histolytica y Giardia lamblia. Sin embargo, la
asociacién mds dafiina y que mayor modulacidn provoca en Blastocystis suele ser con bacterias o virus,
aumentando en mayor medida la gravedad de la sinftomatologia (11).

4.1.3. Segun numero de pardsitos

La patogenicidad de Blastocystis spp. depende en gran medida del nimero de parésitos presentes en el
tracto intestinal. Asi, un nimero de pardsitos superior a 5 por campo microscépico en aceite de inmersién,
es decir, a un campo de 100x, se consideraria patégeno y causante de sinftomatologia (12).



4.1.4. Segun el compromiso inmunitario del paciente

Existen numerosos factores que influyen sobre el compromiso inmunitario del paciente y, por lo tanto,
su respuesta y sinftomatologia a todo tipo de infecciones, asi como el hecho de que, en caso de que
exista una infeccién por Blastocystis spp., éste acabe actuando como patégeno o comensal. Entre
dichos factores influyen la edad, el estado emocional y estrés del paciente, el tabaco, la dietq, la
toma de antibidticos y probidticos y la presencia de otras infecciones gastrointestinales (10). Mencién
aparte merece el caso de pacientes inmunosuprimidos como es el caso de aquellos con infeccién por
VIH o SIDA, trasplantados, hemodializados, con tratamiento crénico de corticoides o con céncer (13).

4.2. MECANISMO INMUNOMODULADOR (PAPEL COMO COMENSAL)

El papel comensal de Blastocystis spp., con el que aprovecha como medio vital el tracto gastrointestinal
de diferentes especies, entre ellas la especie humana, estd plenamente demostrado ya que, en la
mayoria de los pacientes con una funcién inmunitaria normal, se da una colonizacién completamente
asintomdtica, es decir, produciendo un beneficio para el pardsito, al aprovecharse de un medio idéneo
para desarrollarse y multiplicarse, pero sin causar perjuicio en el hospedador (13). En muchos casos,
la asociacidn que se produce es permanente, es decir, hasta que dure la vida tanto del pardsito como
del hospedador.

Es mds, moltiples estudios sugieren ademds la existencia de una relacién mutualista, en la que el ser
humano también saldria beneficiado, en base a los siguientes puntos:

 Blastocystis spp. pasa a formar parte de la microflora intestinal del ser humano, promoviendo la
diversidad de la microbiota, mejorando la salud intestinal (14) y, por otra parte, ejerciendo efectos
beneficiosos como la descomposicién de celulosa de los alimentos, mejorando la digestidn y
absorcién de los alimentos ingeridos.

e Blastocystis spp. podria ejercer un efecto competidor con otros microorganismos causantes de
colonizacién intestinal con un claro efecto patégeno, como Bacteroides spp., Escherichia spp. y
Shigella spp. (14), protegiendo asi al hospedador de dichas infecciones.

¢ Estimulando la secrecién de citoquinas, como la IL-22, la cual estimula produccién de moco a nivel del
tracto gastrointestinal, lo que disminuye la irritacién y permite evitar o aliviar los sinfomas de patologias
como la colitis o el sindrome del intestino irritable (Sl1) (10).

¢ Estimulando citoquinas que mitigan la inflamacién a nivel de la mucosa intestinal, al fomentar
la respuesta inmune Th2 y, subsecuentemente, la produccién y secrecién de IL-4, IL-5 e IL-13, e
incrementando el nimero de linfocitos T que aumentan la produccién de IL-10 (14). Este hecho
permite respaldar la relacién causal de una exposicién humana a Blastocystis spp. en la infancia
y una menor incidencia de enfermedades autoinmunes e inflamatorias a lo largo de la vida, como
la urticaria o el SlI.
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4.3. MECANISMO DE VIRULENCIA E INMUNOPATOGENICIDAD
(PAPEL COMO PATOGENO)

Al ser la forma ameboide de la morfologia la més virulenta, nos centraremos en su mecanismo de
virulencia:

Al adherirse al epitelio gastrointestinal, gracias a su morfologia irregular, se produciré la liberacién,
por parte del propio epitelio del paciente, de cisteina-proteasas. Dichas moléculas, tienen diferentes
funciones:

* Causan la destruccién directa del pardsito, descomponiendo sus proteinas de superficie.

¢ Dan lugar a la degradacién de la IgA humana, lo que se traduce en una evasién del sistema
inmune por parte del pardsito (15).

¢ Inducen una respuesta inmune e inflamatoria en el hospedador, mediada principalmente por la
sintesis y liberacién de la citoquina IL-8 (15).

A su vez, la IL-8, desencadena una mayor cascada inflamatoria, dando lugar a los siguientes
acontecimientos:

¢ Seestimula la quimiotaxis de leucocitos como neutréfilos, monocitos y linfocitos, a través de citoquinas,
como la IL-1 o el TNF-@, asi como la permeabilidad vascular, que permite una mayor extravasacién
y llegada al sitio de infeccién de dichas células inmunitarias.

¢ Se activan los neutréfilos, una vez en el sitio de infeccién, promoviendo sus funciones de fagocitosis
y produccién de radicales libres, para que tenga lugar la destruccién de Blastocystis spp.

Como consecuencia de esta respuesta inflamatoria local, tiene lugar en muchos casos, una alteracién
y apoptosis de las células del epitelio intestinal (15). Asi, al destruirse dichas células, se ve alterado
su rol homeostdtico y protector a nivel gastrointestinal y se destruye la barrera protectora intestinal, lo
que se traduce en un aumento de la permeabilidad, que da lugar a los sintomas caracteristicos de la
blastocitosis, como el desequilibrio homeostético y la pérdida de liquidos.

4.4. PRESENTACION CLiNICA/SINTOMATOLOGIA

En la mayoria de los casos, Blastocystis sp. da lugar a una infeccién asintomdtica. Sin embargo, en
los casos en los que si exista una infeccién sintomatica, suele causar una sintomatologia principal-
mente gastrointestinal, dado que la colonizacién tiene lugar en el tracto digestivo. Dichos sintomas
incluirian diarrea acuosa, distensiéon abdominal, meteorismo, flatulencias, dolor abdominal, célicos,
tenesmo, nduseas, pérdida del apetito, anorexia y anemia ferropénica.

Otros sintomas mds raros pueden incluir prurito perianal, sangrado rectal, estrefiimiento, fatiga y fiebre.
Normalmente, nos encontrariamos ante un cuadro autolimitado, en el que, transcurridos unos dias o
pocas semanas, los sintomas desaparecerian y el hospedador erradicard el parésito. Sin embargo, en
algunos casos, el parésito permanecerd en el tracto digestivo del hospedador, provocando sintomas
crénicos.



En caso de encontrarnos con un paciente inmunodeprimido o inmunocomprometido es muy posible
que dichos sintomas no desaparezcan totalmente y tiendan a la cronicidad.

Mencién aparte merecen otros sintomas con mayor repercusién, como el Sll, la urticaria o el cancer,
que también se atribuyen a una infeccién por Blastocystis spp.

4.4.1. Sindrome del Intestino Irritable

El Sindrome del Intestino Irritable (SIl) es una patologia causada por diferentes factores, tanto
genéticos como ambientales, entre los que podria incluirse la dieta o una infeccién digestiva, como
podria ser la causada por Blastocystis spp. Este sindrome suele estar asociado a una alteracién de
la microbiota intestinal, que repercute en una alteracién de la funcién intestinal y causa sintomatologia
propia como meteorismo, distensién abdominal, flatulencias dolor abdominal, célicos y cambios en
la frecuencia y consistencia de las deposiciones.

Se ha sugerido que Blastocystis spp. puede tener un papel tanto beneficioso como perjudicial en el
desarrollo de dicha sintomatologia. El papel beneficioso y protector se discutié anteriormente en el
apartado del mecanismo inmunomodulador del parésito.

Por otro lado, el papel perjudicial y la
sinftomatologia de esta enfermedad estdn
relacionados con el aumento de la infla-
macién, consecuencia de la secrecién de
proteasas, (16) la destruccién del epitelio
intestinal, el aumento de la permeabilidad
y la desregulacién a nivel de la respuesta
inmunitaria intestinal del paciente, lo que
también daria lugar a un desequilibrio a
nivel de la microbiota.

A dia de hoy, no se conoce con certeza
que factores especificos pueden influir en
el desarrollo o no de esta enfermedad a
largo plazo, sin embargo, se cree que la
cepa involucrada en la infeccién podria
representar un factor clave en el desarrollo

del SII.

4.4.2. Urticaria

En cuanto a la urticaria, es probable que sea consecuencia de la respuesta inflamatoria producida
a nivel del hospedador, que tiene como consecuencia la liberacién de citoquinas proinflamatorias,
las cuales pueden estar implicadas en la activacién de células del sistema inmunitario como los
eosindfilos y los mastocitos, asi como en la desgranulacién de estos Gltimos, que daria lugar a la
liberacién de histamina. Como consecuencia, aumentard la vasodilatacién, la permeabilidad vas-
cular y aparecerdn las lesiones cutdneas tipicas de la urticaria.

Asimismo, més adelante podrian producirse ofros procesos que contribuirdn a mantener dicha respuesta
alérgica, como serian el aumento de radicales libres, entre los que destacan las especies reactivas de
oxigeno (ROS), como consecuencia de la inflamacién desencadenada a nivel del hospedador, que
darian lugar a una peroxidacién lipidica a nivel de los lipidos de las membranas celulares (17). Esta
peroxidacién lipidica causaria un dafio celular, que podria traer consigo la liberacién de mds citoquinas
proinflamatorias y el mantenimiento de la respuesta alérgica (17).
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Aun asi, este sinfoma estd presente Gnicamente en un pequefio porcentaje de los individuos que
presentan la sintomatologia asociada a esa parasitosis, por lo tanto, se cree que dichos procesos
inmunes solo ocurran en ciertos individuos susceptibles o ante una infeccién de algunas cepas concretas
de Blastocystis spp., siendo las mds relacionadas con el desarrollo de esta sintomatologia las cepas ST1

a ST4 (18).

4.4.3. Cancer

En cuanto, a la relacién de la infeccién por Blastocystis spp. y el desarrollo de cancer, principalmente
céncer colorrectal y géstrico, podria ser consecuencia de la degradacién de la inmunoglobulina A
del hospedador por accién de las cistein-proteasas epiteliales liberadas como consecuencia de dicha
infeccién. La degradacién de esta inmunoglobulina disminuiria la respuesta inmune del paciente, lo
que podria aumentar la susceptibilidad a otras infecciones digestivas, aumentando asi la inflamacién
crénica, factor clave en el proceso cancerigeno.

Por otra parte, esta reduccién en la respuesta inmune, permitiria aumentar la capacidad proliferativa
del tumor y la angiogénesis, en caso de ya haberse desarrollado el tumor (19).

4.5. DIAGNOSTICO

Si una persona presenta los sinftomas descritos previamente durante un periodo de mds de tres dias,
deberd acudir al médico para realizar un diagnéstico adecuado, el cual es de gran importancia,
dada la similitud con otras patologias o infecciones digestivas.

Se pedird al paciente que recolecte tres muestras
de heces de dias no consecutivos, dejando un in-
tervalo de 2-3 dias entre cada una, y las conserve
en refrigeracién hasta ser entregadas. Las muestras
deben de ser de varios dias, asi como de dias no
consecutivos, ya que existe una notable irregulari-
dad en la expulsién de quistes de Blastocystis spp.
en heces, existiendo una posibilidad de Gnicamente
50-60% de deteccién de quistes en una muestra,
mientras que ésta llega hasta mds del 95% si se
analizan tres muestras no consecutivas (20). Por
otro lado, es importante que se conserven bajo
refrigeracién, ya que asi conseguimos una ade-
cuada preservacién del pardsito, asi como un
mantenimiento de la integridad de las muestras de
heces, facilitando el andlisis posterior.

Se recurrird primeramente al andlisis coproldgico directo, el cual se considera el método de eleccidn
por su bajo coste y sencillez. Dentro de este tipo de andlisis, destacamos varias técnicas, siendo la més
utilizada la de la aplicacién de solucién salina y Lugol.

Para la realizacién del andlisis microscépico, extenderemos sobre un portaobjetos y con la ayuda
de un aplicador de madera una porcién de la muestra fecal correctamente homogenizada. En
primer lugar, aplicaremos unas gotas de solucién salina al 0,85% para hidratar y dispersar los
componentes de la muestra, permitiendo asi una mejor visualizacién, colocaremos el cubreobjetos
y visualizaremos al microscopio. En segundo lugar, tomaremos un portaobijetos, afiadiremos una
porcién muestra de heces y una gota de Lugol, el cual actia como fijador y ayuda a resaltar ciertas
estructuras como las paredes y nicleos (21).



Otra técnica de tincién incluye la aplicacién de la tincidn tricrémica, compuesta por azul de aniling,
fucsina bésica y naranja G, la cual tifie a la vacuola central de un color azul, que puede llegar a
presentar tonalidades rojizas (22).

Por otro lado, también contamos con la técnica del azul de metileno. Esta técnica implica adicionar unas
gotas de azul de metileno sobre la muestra y esperar unos 5 minutos para que se tifia completamente,
enjuagar suavemente con agua para eliminar el exceso de colorante y, posteriormente, montar el
portaobjetos y llevar a cabo el examen microscépico (23).

Finalmente, existe otra técnica de andlisis coprolégico directo, conocida como la técnica de con-
centracién por Formol-Acetato de Etilo (FEA). Esta se basa en la agregacién de una solucién de
formalina al 10% a la muestra fecal, la cual actia como agente fijador de las estructuras celulares.
Seguidamente, pasaremos la muestra fijada por un filtro, eliminando las particulas de gran tamafio,
centrifugamos a gran velocidad y decantamos el sobrenadante, queddndonos con el sedimento, en
el cual se encontrardn los pardsitos concentrados.

Realizamos una segunda fijacién con formol y lavamos con acetato de efilo para eliminar grasas y otros
restos que podrian dificultar la observacién microscépica. Centrifugamos nuevamente y decantamos el
sobrenadante. Finalmente, observamos al microscopio (21).

Gracias al examen directo, podemos detectar diferentes formas del pardsito como la vacuolar o la
quistica, asi como el nimero de pardsitos presentes por campo de visién, datos de gran relevancia
a la hora de establecer el tratamiento para el paciente.

A continuacién, se muestran imdgenes de muestras de Blastocystis spp tefiidas con las diferentes
tinciones mencionadas:

Figura 3. Forma vacuolar de Blastocystis spp Figura 4. Forma vacuolar de Blastocystis spp Figura 5. Forma vacuolar de Blastocystis spp

en tincién de Lugol (24). en tincién tricrémica (24). en tincién de azul de metileno (24).

En segundo lugar, estarian otras formas de diagnéstico como el cultivo, el cual permite detectar la
forma granular, ademds de la vacuolar, que no es detectable por los métodos microscépicos direc-
tos, sin embargo, es mds costoso, complicado y lleva mas tiempo.

Los medios mds utilizados suelen ser el medio Jones, Pavlova, Boeck-Drbohlav modificado y Dul-
becco modificado. Todos ellos, especialmente el medio Jones, permiten mantener una gran viabili-

dad del parésito (25).
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En tercer lugar, existiria otro método de diagnéstico, como es el diagndstico inmunoldgico, con el
que detectaremos anticuerpos IgG e IgA especificos de una infeccién por Blastocystis spp. en una
muestra de suero sanguineo del paciente. El diagndstico inmunolégico, se basa principalmente en
las técnicas ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) y la inmunofluorescencia indirecta (IFl),
las cuales se describen a continuacién:

ELISA: Se basa en la adicién y unién de un primer anticuerpo (suero del paciente) a un antigeno
del pardsito inmovilizado en una placa de microtitulacién. A este primer anticuerpo, se le une un
segundo anticuerpo conjugado a una enzima (anticuerpos especificos de los anticuerpos del suero
del paciente). Asi, al afiadir un sustrato cromogénico, la enzima ejerce su accién catalitica, dando
lugar a un producto detectable y medible con el espectrofotémetro.

IFI: Al igual, que la técnica ELISA, se basa en la adicidn y unién de un primer anticuerpo (suero pro-
blema) a un antigeno del pardsito. Posteriormente, se le afiade un segundo anticuerpo conjugado
con un fluorocromo que puede ser visualizado mediante microscopia de fluorescencia. La IFl es mds
especifica y sensible a las formas vacuolares, granulares y ameboides.

Finalmente, podemos recurrir a otros métodos de diagndsticos como son las técnicas moleculares,
entre la que destacamos la reaccién en la cadena de la polimerasa (PCR) y la posterior secuenciacién.
En estos casos, haremos uso de una muestra de heces del paciente.

Estas técnicas presentan una gran sensibilidad, reproducibilidad y especificidad, permitiendo conocer el
subtipo de Blastocystis spp. causante de la infeccidn (3). Sin embargo, cuentan con un coste muy alto y
necesitan recursos y personal muy especializado.

4.6. TRATAMIENTO

En la mayoria de los casos, la infeccidn suele ser asintomdtica y, en los casos en los que presenta
sinftomatologia, ésta suele ser autolimitada y cesar por si sola. Sin embargo, en algunos casos, en los
que existe una mayor cronificacién de los sinftomas, es necesario recurrir a un tratamiento especifico.
Asi, destacamos los siguientes fdrmacos: metronidazol, nitazoxanida y trimetroprim-sulfametoxazol.

Existen otros fdrmacos como la paromomicing, el ketoconazol y el yodoquinol, no tan indicados en
la préctica clinica, pero que muestran también un efecto antiparasitario por lo que también podrian
usarse en la blastocitosis. Todos los fdrmacos son administrados por via oral para que ejerzan un
efecto a nivel digestivo.

El mecanismo de accién, usos y posologia de cada fadrmaco se detalla a continuacién:

El metronidazol es un antiinfeccioso del grupo de los imidazoles y, a parte de usarse para el trata-
miento de la infeccién por Blastocystis spp., se usa para el tratamiento de otras infecciones producidas
por pardsitos como Trichomonas vaginalis, Giardia lamblia, Entamoeba hystolitica o bacterias como
Clostridium perfringens. Es considerado el fdrmaco de eleccién en caso de sufrir una blastocistosis, ya
que presenta un alto porcentaje de eficacia y curacién en comparacién con ofros férmacos (26). Su
mecanismo de accién se basa en la penetracién y reduccién en el interior de la célula del pardsito,
que tiene como consecuencia la formacién de radicales libres que alteran la estructura helicoidal del
ADN, asi se logra inhibir la sintesis de dcidos nucleicos del pardsito, lo que lleva a su muerte. La pauta
posolégica del metronizadol para adultos seria de entre 250-750 mg/8h o bien de 1500 mg/24h,
si decidimos optar por una sola dosis diaria, durante 10 dias. En cuanto a la posologia en poblacién
pedidtrica, seria de 15 mg/kg de peso/8 horas durante 5-7 dias.



La nitazoxanida es un antiparasitario usado tanto para el tratamiento de la blastocitosis, especial-
mente en pacientes pedidtricos, para los cudles es muy efectivo, como en el caso de otras parasitosis
intestinales como giardiosis y criptosporidiosis. Su mecanismo de accidn se basa en la inhibicién
de la enzima piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFOR), clave en el metabolismo anaerdbico de
Blastocystis spp. Al inhibirse dicha enzima, se interrumpe el metabolismo energético y tiene lugar
la muerte del pardsito. La pauta que debe administrarse de nitazoxanida en adultos es de 500
mg/ 12h durante 3 dias. En cuanto a la pauta posolégica pedidtrica, ésta dependerd de la edad:
para nifios entre 1-3 afios serd de 100 mg/ 12 h y para los de 4-11 afios, 200 mg/ 12 h durante 3
dias (11).

Los farmacos trimetoprim-sulfametoxazol son una asociacién de sulfamidas, que actia como antibidtico,
principalmente usada para el tratamiento de infecciones respiratorias y urinarias y, en algunos casos,
como antiparasitario, para el tratamiento de parasitosis como la blastocistosis y la toxoplasmosis.
Su accién farmacolégica se basa en la inhibicién de forma competitiva de la utilizacién del écido
para-aminobenzoico (PABA) por parte de la enzima dihidropteroato sintetasa, lo que impide la sintesis
del écido félico, componente necesario para la sintesis de bases de purina y pirimidina, algunos ami-
nodcidos u ofras moléculas necesarias para el metabolismo celular. Al inhibir la sintesis de bases de
purina y pirimidina, también se inhibe la formacién de écidos nucleicos como el ADN y el ARN, lo que
inhibe los procesos celulares de replicacién celular y la sintesis de proteinas y acaba dando lugar a la
muerte del pardsito. La pauta posolégica indicada en una infeccién por Blastocystis spp. para adultos
es de 160 mg TMP/800 mg SMX cada 12 horas durante un periodo de entre 7-10 dias (27).

La paromomicina es un antibidtico y antiparasitario usado para el tratamiento de infecciones por bac-
terias gramnegativas como Salmonella, Shigella 'y Escherichia coliy para el tratamiento de parasitosis
como blastocistosis y amebiosis intestinales. Sumecanismo de accién se basa en la unién a la subunidad
de 30S del ribosoma bacteriano o parasitario, bloqueando asi la sintesis de proteinas necesarias para
la supervivencia celular.

El ketoconazol es un derivado imidazélico, al igual que el metronidazol, pero su accidn es principalmente
antifdngica, inhibiendo la sintesis del ergosterol, un componente vital en la membrana celular fingica.
Aun asi, se ha utilizado también en el tratamiento de infecciones sintomdticas por Blastocystis spp.

Finalmente, el yodoquinol es un farmaco antiparasitario, que actda inhibiendo el metabolismo pa-
rasitario y su sintesis de ADN, provocando la muerte celular. Estd principalmente indicado en casos
de amebiosis intestinal, aunque también existe documentacién de su uso en blastocitosis.

4.7. PROFILAXIS

Al tratarse de una infeccién cuya via de transmisién es fecal-oral, la educacién sanitaria cobra una
gran importancia. Es de suma importancia el lavado de manos adecuado, con agua y jabén, o
bien, en su defecto, la desinfeccién con alcohol, especialmente después de ir al bafio o previo a la
manipulacién de cualquier alimento (9).

Asimismo, a la hora de ingerir agua y otras bebidas, deben ser embotelladas para asegurarnos un
adecuado tratamiento y desinfeccién. En caso de no tener acceso a agua embotellada, hervirla. En
cuanto a los alimentos consumidos frescos como la fruta y la verdura, deben ser lavados y pelados (9).

En zonas endémicas, deben tomarse medidas adicionales como evitar los cubitos de hielo, lavarse
los dientes Gnicamente con agua embotellada, no nadar en aguas que puedan estar contaminadas
y tener precaucién a la hora de ducharse, cerrando la boca para evitar ingerir agua. También serd
recomendable evitar el contacto con animales (28).



CONCLUSIONES

Se han cumplido ampliamente los objetivos propuestos para el trabajo de investigacidn, ya que:

En cuanto al estudio del papel patégeno o comensal de Blastocystis spp., se han identificado diferentes
factores que influyen a la hora de su accién como uno u otro. Entre los que fomentan un papel patégeno,
destacamos principalmente:

* Su morfologia, con la forma ameboide, que cuenta con mayor adhesién al
epitelio intestinal y, por lo tanto, mayor respuesta inmune del hospedador.

* La presencia o no de coinfeccién, presentando un papel patégeno mayor en
coinfecciones con otros microorganismos, especialmente virus o bacterias.

* El nimero de paraésitos, resultando en infeccién sintomdtica cuando hay mas
de 5 pardsitos por campo 100x.

* El compromiso inmunitario del paciente, presentando una mayor sinftomatologia
y papel patégeno en inmunodeprimidos, infectados por VIH, trasplantados,
tratamiento crénico de corticoides o cdncer. También es importante tener en
mente otros factores que puedan afectar y disminuir la respuesta inmune,
aunque en menor medida, como la edad, estado emocional, el tabaco, dietq,
toma de probiéticos y prebidticos, e infecciones digestivas (4).

Por otro lado, al estudiar el mecanismo inmunomodulador o papel como comensal de Blastocystis spp.,
observamos que su presencia resulta en los siguientes beneficios:

* Una mejora de la digestién de alimentos, especialmente aquellos que contienen
celulosa.

* Un efecto competidor con otros microrganismos, evitando infecciones gas-
trointestinales, que permite un aumento de la produccién de moco vy, asi,
promueve la disminucién de patologias irritativas como el SlI.

* Una disminucién de otras patologias autoinmunes e inflamatorias, como la
urticaria.

En cuanto a su mecanismo de virulencia e inmunopatogenicidad, cuando ejerce un papel patégeno, se
debe principalmente a:

* Ladegradacién de la IgA y consecuente disminucién de la respuesta inmunitaria
del hospedador.

* El aumento de la sintesis y liberacién de IL-8 y aumento de la inflamacién, lo que
da lugar a una reaccién inflamatoria en cadena, terminando en la apoptosis de
las células intestinales, la destruccién de la barrera intestinal, que lleva consigo
el aumento de permeabilidad, y el desequilibrio homeostético y perdida de
liquidos.
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Haciendo referencia a la presentacién clinica del pardsito, destacamos una sintomatologia tipica-
mente digestiva. Aun asi, cabe resaltar otros sinftomas desarrollados a largo plazo que se cree que
puedan tener relacién con una infeccién por Blastocystis spp. Estos son el SlI, probablemente mds
relacionado con una infeccién de los subtipos ST1 y ST3, la urticariq, la cual estaria causada por una
respuesta alérgica, desencadenada como consecuencia de la inflamacién y se daria principalmente
en personas sensibilizadas o ante ciertos subtipos del pardsito y, finalmente, el céncer, cuyo desarrollo
puede deberse a la supresién de la respuesta inmune por la degradacién de la IgA del hospedador,
aumentando la proliferacién del tumor y la angiogénesis.

Para el diagnéstico de esta infeccién, utilizaremos técnicas coprolégicas directas, cultivos, métodos
inmunoldgicos y moleculares. La técnica de primera eleccién serd el diagndstico coprolégico directo,
basado en el uso de las tinciones de Lugol, la fincién tricrémica o la técnica de concentracién por
Formol-Acetato de etilo. Con este método podremos detectar las formas presentes del pardsito, espe-
cialmente las formas vacuolar y quistica y el nimero de parésitos por campo de visién. En segundo
lugar, destacariamos el diagnéstico por cultivo in vitro con los medios Jones, Pavlova, Boeck-Drbohlav
modificado y Dulbecco modificado. En tercer lugar, acudiriamos al diagnéstico inmunolégico, basado
en las técnicas ELISA y IFl, con las cuales detectariamos los anticuerpos IgG e IgA especificos de
una infeccién por Blastocystis spp. Finalmente, podriamos hacer uso de los métodos de diagnéstico
molecular como la reaccién en la cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacién.

El tratamiento de los individuos sintomdticos se lleva a cabo si la duracién de los sintomas es mayor
a lo normal y consiste en el uso principalmente de los farmacos metronidazol, con el que inhibimos la
sintesis de dcidos nucleicos de la célula del parasito, nitazoxanida, con el que inhibimos el metabolismo
energético del pardsito y trimetroprim-sulfametoxazol, con los que inhibimos la sintesis de &cidos nu-
cleicos del parésito.

Finalmente, la profilaxis para evitar una infeccién por Blastocystis spp. se basa en una adecuada
desinfeccién y lavado de manos, consumir agua embotellada o hervirla, en su defecto, y lavar y pelar
aquellos alimentos frescos como la fruta y verdura. En zonas endémicas, es recomendable evitar el
contacto con animales, lavarse los dientes con agua embotellada, no ingerir agua de ducha ni
consumir cubitos de hielo.

Algunos factores que podrian haber supuesto una limitacién en el desarrollo de este trabajo de
investigacién son la existencia de otros factores y, por lo tanto, mecanismos que influyan en el papel
patégeno o comensal del parésito no contemplados, tanto propios del pardsito como del paciente,
especialmente haciendo referencia al desarrollo de enfermedades como Sl y céncer, las cuales
tienen una importante repercusién sanitaria.

Las nuevas lineas de investigacién sobre la blastocitosis podrian incluir la mayor identificacién de los
factores de virulencia implicados en el papel patégeno de Blastocystis, asi como un mayor hincapié
en los factores de riesgo personales, especialmente en su relacién con los sintomas de Sll y céncer.
También puede plantearse la definicién y el estudio del modelo animal més adecuado para realizacién
de los estudios de investigacién.
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Resumen

desalentador del sistema nervioso central, causada por la ameba pardsita Naegleria fowleri.

Este organismo prolifera especialmente en aguas templadas de todo el mundo, donde es
capaz de infectar a humanos que entran en contacto con ella. Los sinftomas comienzan entre los 2
y 8 dias posteriores a la exposicién al pardsito. Presentan un cuadro clinico similar a una meningitis
bacteriana de muy rdpida evolucién, que no responde a tratamientos antibidticos habituales. El
protocolo de tratamiento actual es anfotericina B, combinada con otros fdrmacos, pero rara vez
tiene éxito y presenta efectos adversos. El avance fulminante y la imprecisién de los sintomas que
produce esta encefalitis son la causa de su elevada letalidad. Dada la poca familiaridad de los
clinicos con este pardsito, debido a su baja incidencia, y hasta que se desarrolle un tratamiento
especifico eficaz, la prevencién es la mejor arma que tenemos contra Naegleria fowleri.

l a meningoencefalitis amebiana primaria es una afeccién de répida evolucién y pronéstico
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Abstract

the central nervous system caused by the parasitic amoeba Naegleria fowleri. This organism

thrives in warm waters all over the world, where it is capable of infecting humans who encounter
it. Symptoms appear 2 to 8 days after exposure to the parasite. It develops a bacterial meningitis
like illness which doesn’t respond to usual antibiotic treatment. The current treatment regime involves
amphotericin B, combined with other drugs, but it is seldom successful and causes adverse effects. The
fulminating development and vague symptoms of this condition are the main cause of its high lethality.
Physician “s poor familiarity with the disease, due to its low frequency, and absence of a specific treatment,
makes prevention our main asset against Naegleria fowleri.

P rimary amoebic meningoencephalitis is a rapid developing and often fatal condition of
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Il INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Las amebas de vida libre (AVL) patégenas, llamadas amebas limax, son organismos anfizoicos!
pertenecientes al reino protista y de clasificacién taxonémica heterogénea (1,2). Esta clasificacién
estd en constante actualizacién debido a la evolucién en la biologia molecular, en especial a los
avances en la secuenciacién genémica de los diferentes géneros y especies descubiertos (2). Bajo el
nombre de amebas limax, se reinen las especies Naegleria fowleri, Balamuthia mandrillaris, Sappinia
pedata, y varias especies del género Acanthamoeba (1).

La clasificacién indicada en la Tabla 1 (3), es mds inexacta, pues desobedece la idea que subyace
a la sistemdtica de representar la historia evolutiva de los seres vivos, al emparentar algunos grupos
de manera artificial. Pero la clasificacién sigue el esquema linneano, por lo que resulta mas familiar

y manejable a nivel préctico.

Eukaryota Eukaryota Eukaryota Eukaryota
Protozoa Protozoa Protozoa Protozoa
Eozoa Sarcomastigota Sarcomastigota Sarcomastigota
Excavata - - -
Percolozoa Amoebozoa Amoebozoa Amoebozoa
Tetramitia Lobosa Lobosa Lobosa
Heterolobosea Discosea Discosea Discosea

Schyzopirenida

Longamoebida

Centramoebida

Longamoebida

Centramoebida

Longamoebida

Thecamoebida

Vahlkampfiidae ~ Acanthamoebidae Acanthamoebidae Thecamoebida
Naegleria Acanthamoeba Balamuthia Sappinia
N. fowleri A. castellanii * B. mandrillaris S. pedata

Tabla 1. Clasificacién taxonémica de las amebas limax (3). *Se indica A. castellani como representante del resto de especies de

Acanthamoeba.

! Capaces de vivir como organismos de vida libre o como endopardsitos del ser humano o animales.



Eukarya Eukarya Eukarya Eukarya

Excavata Cavalier- Amporphea Adl et al. Amporphea Ad| et al. Amporphea Adl et al.

Smith 2002 2012 2012 2012
Discoba Simpson in Amoebozoa Lihe Amoebozoa Lihe Amoebozoa Lihe
Hampl et al. 2009 (R) 1913 1913 1913

Heterolobosea Page  Discosea Cavalier- Smith  Discosea Cavalier- Smith  Discosea Cavalier- Smith

& Blanton 1985 et al. 2004 et al. 2004 et al. 2004
Tetramitia Cavalier- Centramoebida Centramoebida Flabellina
Smith 1993 Cavalier-Smith et al. 2016  Cavalier-Smith et al. 2016 Smirnov et al. 2005
Eutetramitia Acanthopodida Page Acanthopodida Page Thecamoebida
Hanouskovd et al. 1976 1976 Schaeffer 1926
2018

Vahlkampfiidae - - -
Jollos 1917 (P)

Naegleria Acanthamoeba Balamuthia Sappinia

N. fowleri A. castellani* B. mandrillaris S. pedata

Tabla 2. Clasificacién taxonémica de las amebas limax (4).
*Se indica A. castellani como representante del resto de especies de Acanthamoeba.

La clasificacién indicada en la Tabla 2 (4), es mds exacta desde el punto de vista evolutivo, pero
solo establece categorias sin nombre que se organizan siguiendo una jerarquia, que no coincide
con las categorias habituales utilizadas en clasificaciones linneanas (reinos, filos, clases efc.). En esta
clasificacién, la autoria de cada taxén se escribe después del mismo. Aquellos taxones sospechosos de
ser parafiléticos ? o polifiléticos® se indican con (P).

Los taxones obtenidos por andlisis filogenético que no tienen diagnéstico morfolégico se indican
con (R).

Estos organismos se encuentran como formas de vida libre en su forma de trofozoito, estadio en el
que se dividen y alimentan. Naegleria fowleri ademds, es capaz de presentar un estadio de transicidn
ameboflagelado, que facilita su movilidad en situaciones en las que carece de la nutricién necesaria
para su supervivencia, con el objetivo de buscar una nueva fuente de alimentacién (1,2).

Estas amebas también presentan en su ciclo de
vida una forma de resistencia o quiste que puede
resistir largos periodos de tiempo en condiciones
adversas, como desecacién, concentraciones ex-
tremas de pH, ambientes anaerobios y/o escasez
de alimento (1,2). En la Tabla 3 se incluyen las
caracteristicas morfolégicas de los diferentes es-
tadios del ciclo vital de las amebas de vida libre
patégenas conocidas hasta la fecha (1,2).

2 Grupo que incluye al ancestro comin de sus miembros, pero no a todos los descendientes del mismo.
® Grupo que no incluye al antepasado comin mds reciente de todos sus miembros. 323
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Independientemente del estadio en el que se encuentren, las amebas limax son susceptibles de ser
inhaladas por aire, agua o polvo que las contengan, asi como entrar en contacto directo con la
mucosa nasal, ocular o heridas en el tejido cutdneo, causando patologia en seres humanos (1,2).

Las amebas limax también pueden ser
vehiculos de ofros agentes etiolégicos,
capaces de causar infecciones conco-
mitantes, encontrados en aguas, como
mimivirus y enterovirus o bacterias como
Legionella pneumophila, Vibrio cholerae,
Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter
pyloriy Mycobacterium avium, entre otras
(1). De esta manera, las amebas protegen
a estos microorganismos de los biocidas
ambientales y antibidticos aplicados al
hospedador, y también sirven como medio
de transporte para colonizar nuevos hé-
bitats aprovechando los mecanismos de
dispersién de las AVL (1).

Se localizan en gran diversidad de hdbitats y diferentes condiciones meteorolégicas, habiéndose
encontrado en todos los continentes, excepto la Antdrtida, y siendo capaces de resistir a altas
temperaturas (5).

Los cuadros clinicos causados por las amebas son la meningoencefalitis amebiana primaria (en
adelante, MAP), causada exclusivamente por N. fowleri; la encefalitis amebiana granulomatosa
(EAG), causada principalmente por Acanthamoeba spp., B. mandrillaris y S. pedata (sin granulomas
en este Gltimo caso); queratitis amebiana (QA), causada por Acanthamoeba spp.; e infecciones
nasofaringeas y cutdneas, causadas por Acanthamoeba spp. y B. mandrillaris (1).

1.1. ANTECEDENTES

Durante la primera mitad del siglo XX, se llamaban amebas de suelos y se consideraban no patégenas
(2). En 1958, Culbertson demuestra el potencial patégeno de Acanthamoeba (2,6) y en 1965, Malcolm
Fowler y Rodney F. Carter reportaron el primer caso de MAP en Australia causada por amebas del
género Naegleria (7). Por lo tanto, es muy posible que exista una infraestimacién de casos totales
ocurridos histéricamente anteriores a esa fecha, donde el diagnéstico clinico de un cuadro de MAP
o encefalitis granulomatosa amebiana pudo ser catalogado, erréneamente, como una encefalitis
bacteriana o de etiologia desconocida.



Trofozoito

Géneros y especies

Naegleria fowleri 15 a 25 pm

Locomocién por
lobépodos
Acanthamoeba
A. astronyxis,
A. castellanii,
A. culbertsoni,
A. hatchetti,
A. lenticulata, 20 a 56 um
... locomocion por
A. polyphaga, acantépodos

A. rhysodes,
A. lugdunensis,
A. royreba,
A. quina

12 a 60 pm Forma
irregular, limax
o de arafia con

pseudépodos sin
ramificaciones

Balamuthia
mandrillaris

40 a 60 pm con
doble nicleo,
pseudépodos y
pelicula ondulante

Sappinia pedata

Tabla 3. Caracteristicas morfolégicas de las amebas limax durante su ciclo vital

OBJETIVOS

Estadio de
transicién

ameboflagelado

8 a 20 pm
Piriforme con dos o
mds flagelos

No existe

No existe

No existe

Quiste

8 a 15 pm Esférico
con doble pared y
uno o dos poros

M a25pm
Esférico con dos
membranas
(ectoquiste y
endoquiste) con
poros de unién
entre ambas

6 a 30 pm Tres
membranas
(ectoquiste,
mesoquiste y

endoquiste) y
carece de poros

13 a 37 pm
Esférico con doble
nicleo

Reproduccion

Por fisién nuclear
(promitosis)

Por fisién binaria
(mitosis tipica)

Por fisién binaria
(mitosis tipica)

Por fisién binaria
(mitosis tipica)

El objetivo de este trabajo es la descripcién del cuadro clinico causado por
Naegleria fowleri, denominado meningoenceflaitis amebiana primaria, detallando
su epidemiologia, sintomatologia, posible profilaxis, asi como su diagnéstico y
tratamiento utilizados en la prdctica clinica.

325



326

METODOLOGIA

La metodologia empleada para la realizacién de este trabajo ha sido fundamentalmente la bisqueda
y revisién bibliogréfica de articulos cientificos relacionados con la materia estudiada, asi como la
consulta de libros de parasitologia, para destacar las caracteristicas generales de estos organismos.
Para obtener estos articulos, se han usado bases de datos como PubMed o Clinical and Experimental
Pharmacology and Physiology (CEPP), ademds de buscadores en linea, como Google académico, o
consulta de informacién relevante en Center for Disease Control and Prevention (CDC). El criterio de
eleccién de los articulos revisados, han sido la relevancia del tema tratado en el mismo, asi como su
relativa actualidad, usando aquellos con la informacién mds actualizada disponible.

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EPIDEMIOLOGIA

La meningoencefalitis amebiana primaria, es una condicién de rapida evolucién (2 a 8 dias) y prondstico
normalmente fatal causado por la ameba N. fowleri. Este pardsito es conocido coloquialmente como
la ameba “come-cerebros”, debido a las caracteristicas necrotizantes de su actuacién en el sistema
nervioso que se pueden observar en las muestras de tejido cerebral obtenidas post-mortem de los
pacientes que han sufrido esta afeccién.

Esta infeccién es caracterizada como “primaria” para diferenciarla de otras infecciones causadas por
amebas pardsitas, que afectan al sistema nervioso central (en adelante, SNC) tras una diseminacidn
previa por el sistema circulatorio (8). El agente causal, N. fowleri, recibe su nombre de Malcolm Fowler,
clinico del Adelaide Children s Hospital en Australia, quien describié el primer caso de MAP asociado
a este organismo (7). Aunque se conocen 47 especies de Naegleria hasta la fecha, solo N. fowleri es
responsable de causar MAP en humanos (9-11). Esta afeccién ocurre casi siempre relacionada con
actividades acuéticas en agua dulce?, como bafos en lagos, estanques, aguas termales o piscinas, spas
o jacuzzis no tratados correctamente, o al realizar una irrigacién de los senos nasales con agua
contaminada. También se ha reportado la inhalacién de polvo con presencia de quistes en un 6,5%

de los casos de MAP (11,12).

Suele ocurrir en los meses de verano, cuando las altas temperaturas permiten que este organismo
prospere, y las actividades relacionadas con el agua son més frecuentes (9).

En un estudio publicado en 2020 y realizado durante 2018 (5), se identificaron un total de 381 casos de
MAP que ocurrieron entre 1937 y 20165. En la Figura 1 se detalla la distribucién mundial de los casos
identificados en dicho estudio®, donde cabe destacar que los paises con una incidencia mayor de esta
afeccién fueron Estados Unidos (41%), Pakistén (11%) y México (9%).

“ N. fowleri no se encuentra en agua salada.
°* Hay que tener en cuenta una media de 2 afios desde que un caso ocurre hasta que es publicado.
¢ No se identificaron casos en los estados americanos de Alaska y Hawai, ni en ninguno de los paises del Océano Pacifico no representados en la imagen.



Figura 1. Distribucién mundial de los casos de MAP causados por N. fowleri (n=381) reportados entre 1937 y 2016 (5)

De estos 381 casos, 182 fueron clasificados como confirmados, porque se detecté N. fowleri en el
liquido cefalorraquideo (en adelante, LCR) o tejido cerebral mediante inmunohistoquimica (IHC),
inmunofluorescencia indirecta (IIF), reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) o secuenciacién de
nueva generacién (NGS); 89 como probables, donde se detectdé N. fowleri en LCR o tejido cerebral
mediante visualizacién directa o cultivo, sin confirmacién diagnéstica molecular disponible y donde el
paciente presenté un inicio agudo de meningoencefalitis caracterizada por fiebre, dolor de cabeza,
vémitos y/o meningismos con una exposicién a fuentes de agua en los 14 dias anteriores; y 110 como
sospechosos, donde se detecté N. fowleri en LCR o tejido cerebral, igual que en los probables, pero
donde la sintomatologia y anamnesis no coinciden con un caso tipico de MAP. Durante este periodo,
el estudio determiné un incremento del 4,5% de casos confirmados cada afio. Este dato parece
indicar un incremento en las infecciones causadas por N. fowleri, segin nos acercamos a la fecha
actual, aunque también puede ser interpretado como una mejora en los métodos de diagnéstico a
lo largo de esos afios.

4.2. PATOGENESIS

Una vez que N. fowleri entra en el organismo del hospedador humano, la aparicién de la enfermedad
suele ser muy rdpida, entre dos y 8 dias (10), llegando a ocurrir, en algunos casos, en las primeras 24 h
tras la exposicidn.
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Su inicio agudo se debe al mecanismo de entrada del parésito, que accede directamente al SNC. El
contacto del hospedador con el patégeno comienza, normalmente, durante actividades vinculadas al
agua, como bafios en lagos, piscinas, entre otros, donde la ameba, en su forma de trofozoito, entra en
contacto con las fosas nasales, y permanece aferrada a la mucosa nasal”. Ademds, si las condiciones
lo permiten, este pardsito es capaz de producir una “infeccién seca” (6,5 % de los casos de MAP),
mediante la inhalacién de particulas de polvo que contengan los quistes del patégeno, es decir, no
haria falta sumergir la cabeza debajo del agua para ser infectado por este método, transformandose
en su forma de trofozoito una vez anclado en la mucosa nasal (11,12). En este punto, es capaz de
excavar la Idmina cribosa hacia el cerebro, la cual es més porosa en nifios y adultos jévenes, lo cual
explica su mayor incidencia en este tipo de pacientes (13), a través de los nervios olfatorios hasta el
bulbo olfatorio, donde avanzan al espacio subaracnoideo y llegan a su destino final en el SNC (1,10).

N. fowleri causa un dafio irreparable en el tejido nervioso, debido a su patogenicidad y a la respuesta
inmune intensa que desata. La informacién que disponemos sobre los mecanismos de virulencia de este
pardsito es limitada, pero se han desarrollado modelos in vivo, in vitro y ex vivo para entender los meca-
nismos moleculares asociados con la patogénesis de esta afeccién (11,14). Hasta ahora, dos mecanismos
de patogenicidad han sido atribuidos a N. fowleri, expuestos en los apartados siguientes.

4.2.1. Mecanismos contacto-dependientes

Estos mecanismos sugieren que la especie patégena de Naegleria, presenta un nivel de anclaje superior a
las membranas celulares del hospedador que las especies no patégenas, ademds de presentar mecanis-
mos de citotoxicidad que dependen del contacto directo del pardsito con las células del hospedador (11).

Los estudios in vitro realizados, han demostrado que la ameba se une al epitelio nasal a través de
componentes de las membranas de este tejido, como la laminina-I, coldgeno-|, y fibronectina, gracias
a proteinas de adhesién similares a integring, junto con filamentos de actina y proteinas de unién a
fibronectina presentes en la membrana de la ameba (11,14). Ademds, las quinasas C encontradas en
N. fowleri, han demostrado aumentar la citotoxicidad y adhesién de la ameba hacia la célula hospedadora.

Otro mecanismo contacto-dependiente sugiere que el contacto directo con la matriz extracelular (MEC)
de células nerviosas desencadena una cascada de sefializacién en el pardsito que, en Gltima instancia,
desemboca en la expresién de proteinas especificas y proteasas que facilitan la entrada y proliferacién
de la ameba en el SNC (11). Esta conclusién se obtuvo de un estudio in vivo, donde una colonia de
N. fowleri se ponia en contacto con el cerebro de ratones macho en 6 intervalos mensuales, presen-
tando al final del estudio una virulencia 100 veces superior a otra colonia del mismo pardsito cultivada
axénicamente, demostrada por la disminucidn en la dosis infectiva 50 (DI150) de una colonia respecto a
la otra (11,15). Ambas colonias eran indistinguibles microscépicamente, sin embargo, la colonia més vi-
rulenta que habia atravesado el tejido cerebral presentaba proteinas asociadas con la reorganizacién y
estabilizacién del citoesqueleto, ausentes en la colonia axénica. Concretamente, se detecté una proteina
homdloga al factor intercambiador de nucleétidos de guanina Rho 28, que podria ser itil como diana en
la elaboracién de farmacos para tratar MAP.

Por ¢ltimo, también presentan un mecanismo de fagocitosis contacto-dependiente. Estos organismos son
capaces de fagocitar las células del hospedador por la accién de unas estructuras fagociticas llamadas
amebostomas, cuya funcién es “morder” e ingerir las células nerviosas (1). Se ha observado que las ce-
pas menos virulentas, ingieren directamente las células del hospedador usando estas estructuras, mientras
que las altamente virulentas, lisan las células primero y se alimentan posteriormente de los fragmentos
restantes (11). Los genes Nfa1 y Nf-actina, que codifican para las proteinas Nfa1 y Nf-acting, respec-
tivamente, han sido relacionados con la locomocién y los amebostomas que presentan estas amebas.
Ademds, la transferencia de este gen presente en N. fowleri, a una especie no patégena de Naegleria,
como es N. gurberi, aumenté su toxicidad respecto a una colonia corriente de N. gurberi (16). Estos
genes y proteinas también podrian ser una diana objetivo para el desarrollo de férmacos anti-Naegleria.

7 La infeccién por N. fowleri no ocurre tras la ingestién de agua contaminada.



4.2.2. Mecanismos contacto-independientes

Estos mecanismos son principalmente dos: las proteinas formadoras de poros y las enzimas hidroli-
ticas. Naegleria fowleri expresa N-PFP, una proteina de membran citolitica formadora de poros, la
cual despolariza el potencial de membrana afectando a la integridad de las células del hospedador.
También presenta otras polipeptidasas formadoras de poros conocidas como Naegleriaporos A 'y B.
Ambas polipeptidasas tienen propiedades estructurales comparables a las polipeptidasas citoliticas
y antimicrobianas de los ameboporos de Entamoeba histolytica y de las células NK y los linfocitos T.

En cuanto a las enzimas hidroliticas, N. fowleri expresa fosfolipasas, esfingomielinasas, neuraminidasas
y elastasas entre ofras, cuya actividad es éptima a pH 7 y 35°C. No se puede confirmar con certeza
absoluta que todas las enzimas hidroliticas que presenta este patégeno influyan en su patogénesis (8,11).

Naegleria fowleri produce, ademés, monéxido de nitrégeno (NO) in vitro, lo cual sugiere que este
pueda ser otro mecanismo de patogenicidad del parésito.

Por Gltimo, cabe mencionar que recientemente se ha identificado una proteina (Nf-cHSP70) contenida
en el citoplasma, pseudépodos y estructuras fagociticas de la ameba. Al inhibir la sintesis de esta pro-
teina de choque térmico (Heat Shock Protein), se reduce la proliferacién y citotoxicidad de N. fowleri,
pudiendo ser usada como diana en la investigacién de medicamentos contra este patégeno (8,11).

4.3. SINTOMATOLOGIA

Las manifestaciones clinicas son usualmente indistinguibles de aquellas producidas por una meningitis
bacteriana o virica, ya que los pacientes presentan dolores de cabeza, fiebre, nduseas, fatiga, y vémitos.
En fases mds avanzadas, se pueden presentar otros signos y sinftomas, como anorexia, irritacién, rigidez
de nuca, signo de Kernig, signo de Bruzinski, letargia, fotofobia, confusién, convulsiones y posible coma.
Las autopsias han revelado que los hemisferios cerebrales de las personas afectadas con esta condi-
cién estan blandos, hinchados, edematosos y gravemente congestionados tras la infeccién. La materia
blanca del cerebro y la médula espinal exhiben desmielinizacién local. Los bulbos olfatorios presentan
exudados inflamatorios y hemorragias, mientras que las leptomeninges (aracnoides y pia madre) estdn
congestionadas, difusamente hiperémicas y con infiltracién limitada. Los trofozoitos de este pardsito, pero
no los quistes, han sido identificados en la base del cerebro, hipotdlamo, subaracnoideo, y espacios
perivasculares (8,11).

4.4. DIAGNOSTICO

Debido a la naturaleza répida y poco comin de esta afeccidn, el diagnéstico suele ocurrir tras la muerte
del paciente (post-mortem) (9). Los valores de los pardmetros tipicos medidos en sangre, como el recuento
completo de células sanguineas y marcadores de la funcién renal y hepdtica, no suelen ser llamativos.
Sin embargo, los marcadores generales de infeccién, como la tasa de sedimentacién eritrocitica o la
proteina C-reactiva, siempre estan elevados (10).

Las pruebas en muestras de LCR pueden ayudar a descartar la etiologia virica de la afectacién al SNC.
Normalmente, se realiza una puncién lumbar cuando aparecen los sintomas neurolégicos y no existen
otras contraindicaciones. Los bajos niveles de glucosa y elevada concentracién de proteinas en estas
muestras suelen excluir la infeccién viral (10). Una vez tenemos la muestra, se centrifuga a 1500 rpm
durante 15 minutos con el fin de concentrar los trofozoitos que son muy méviles; posteriormente se pro-
cede a colorear con hematoxilina férrica, hematoxilina-eosina, Wright o Giemsa (2). Con ello, se puede
realizar una visualizacién directa de la ameba en las muestras de LCR bajo el microscopio éptico si existe
acceso a clinicos expertos en deteccién de amebas méviles, aunque, en general, se recomienda derivar
esta Ultima prueba a laboratorios acreditados, por la alta probabilidad de detectar falsos positivos, debi-
do al gran parecido entre el trofozoito de Naegleria con los leucocitos y macréfagos humanos presentes
de manera natural en esta muestra (10). Es 0til también el cultivo a partir de LCR en Agar No Nutritivo
enriquecido con Escherichia coliy la demostracién de trofozoitos mediante biopsia de tejido cerebral (2).
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Ademdés de los métodos microscépicos mencionados, se han desarrollado ensayos moleculares como
el de inmunofluorescencia (IF), el ensayo de inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA) o PCR, para
detectar este patégeno en muestras de LCR (8).

La secuenciacién metagendmica de nueva generacién (mNGS), es ofro método diagnéstico utilizado
exitosamente (12); se utilizé en un paciente de 38 afios con sinftomas de meningitis bacteriana que no
presentd mejoria fras el tratamiento con antibidticos. Entonces, una muestra de 2-3 mL de LCR fue enviada
al laboratorio Hugobiotech en Beijing donde se utilizaron 200 pl para extraer y purificar el ADN sobre el
que se realizé la prueba. El resultado fueron un total de 23.834 secuencias coincidentes con N. fowleri.
El patégeno fue confirmado posteriormente por PCR. A pesar del correcto diagndstico por este método,
el tiempo que duré el transporte de las muestras al laboratorio fue de dos dias, lo que imposibilité el
establecimiento del tratamiento empirico a tiempo, y el paciente fallecié un dia antes.

Los ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFl) para el reconocimiento de N. fowleri en muestras de

tejido cerebral cubierto en parafing, se realizan de manera rutinaria en los Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades de Estados Unidos (CDC) (8).

En resumen, el diagnéstico de MAP deberia ser considerado cuando el paciente presenta un esta-
blecimiento agudo de fiebre, dolor de cabeza, vémitos u otros sinftomas similares a una meningitis
bacteriana, con una exposicién a fuentes de agua en los 14 dias anteriores al establecimiento de los
sinftomas, y un LCR con ausencia de bacterias o virus. Si no se observan amebas en esta muestra, el
LCR deberia ser sometido a otras pruebas diagndsticas como ELISA, IFl o PCR para confirmacién (8).
El uso de esta definicién clinica de caso probable generalizada y familiarizacién de los profesionales
sanitarios con la misma, asegura un pronto indice de sospecha durante la consulta médica, permitien-
do el comienzo temprano de investigaciones diagndsticas mds exhaustivas, que, en Gltima instancia,
permitan la instauracién de un tratamiento aventajado del paciente, vital para su supervivencia (10).

4.5. TRATAMIENTO

4.5.1. Tratamiento actual

Hasta hoy, el férmaco mds usado en el tratamiento de las infecciones por Naegleria fowleri es la
anfotericina B, un antifingico cuyo mecanismo de accién consiste en la produccién de canales o
poros en la membrana eucaridtica, alterando la permeabilidad de la misma y facilitando la salida
de componentes esenciales para su funcionamiento. La selectividad de este agente radica en que
su unién con el ergosterol de las membranas fingicas es 500 veces mayor a la del colesterol de las
membranas celulares humanas (2,11).

El uso de anfotericina B sola o en combinacién con otros fdrmacos como fluconazol, azitromicing,
y rifampina por via intravenosa o intratecal, ha demostrado cierta eficacia cuando se administrd en
las fases iniciales de la enfermedad. A pesar de esto, se necesitan buscar nuevas alternativas a este
tratamiento, pues se requieren altas concentraciones de estos fdrmacos para actuar en el SNC debido
a su baja penetrabilidad por la barrera hematoencefélica (en adelante, BHE), lo cual produce efectos
adversos indeseados como anemia, escalofrios, nduseas, fiebre, vémitos, dolor de cabeza y una
importante toxicidad renal (11).



En la Tabla 4, se resumen los tratamientos utilizados en los casos supervivientes conocidos hasta la
fecha (5,17-21). Como se puede observar, la anfotericina B fue el Unico farmaco usado en todos los
casos supervivientes conocidos. También parece ser clave la rdpida instauracién del tratamiento, siendo
de un méximo de cinco dias desde la aparicién de los primeros sintomas.

Australia, 14/H IV (Desc.) - - - - - Desc.
1971 IT (Desc.)
Estados IV (9) IV (9)
Unidos, 9/M T (10) 7 (9) - - VO (9) IV (Desc.) 3
1978
México,  10/H IV (14) IV/VO - - VO (30) IV (Desc.) 0
2003 (30)
Estados IV (26)
Onidon 12/M 2 IV (26) IV (26) VO (26) IV (26) IV (4) 2
2013
Estados IV (19)
Unidos, 8/H (5] IV (19) VO (19) VO (19) VO (19) IV (29) 5
2013
Pakistan, 25/H IV (Desc.) Desc. Desc. (Desc.) VO (Desc.) IV (Desc.) - 3
2015 IT (Desc.) (Desc.)
Estados 0\, IV (14) IV (28) IV (28) VO (28)  IV/VO (28) IV (4) 2
Unidos, IT(10)
2016
Esparia, 14/M Desc. Desc. Desc. Desc. Desc. Desc. Desc.
2018
Pakistén, 99 /1 IV (28) IV (28) IV (28) VO (28) VO (28) ; 2
2023 IC (Desc.)

Tabla 4. Tratamientos utilizados en los supervivientes confirmados de MAP hasta 2023 (5,17-21).

Abreviaciones: Ref, referencias; H, hombre; M, mujer; IV, intravenosa; IT, intratecal; VO, via oral; Desc, desconocido; TTS, Tiempo en
comenzar el Tratamiento desde el comienzo de los Sintomas.

La combinacién de la anfotericina B con la azitromicina, parece ser especialmente Util, pues presentan
una relacién sinérgica mejorando el prondstico respecto a sus administraciones individuales correspon-
dientes. En cuanto a los azoles, cabe mencionar que el ketoconazol presenta la menor concentracién
minima inhibitoria (CMI), aunque esta es inferior a la de la anfotericina B (8).

Otro férmaco usado exitosamente en el tratamiento de MAP es la miltefosina, una alquilfosfocolina
usada para tratar las lesiones cutdneas malignas en el cdncer de mama en humanos y la leishmaniosis
en perros. Su principal utilidad es la facilidad que tiene para atravesar la BHE. Fue usada, exitosamente,
por primera vez en 2013, en una nifia de 12 afios que sobrevivié a la infeccién con una recuperacién
neurolégica completa (11,21).

Por Gltimo, la dexametasona fue usada en cinco de los casos supervivientes, con el objetivo de reducir
la inflamacién y el edema cerebral que presentaban estos pacientes, lo cual parece ser una estrategia
a tener en cuenta para llevar a cabo un tratamiento completo de todos los sintomas que puedan
ocasionar la muerte del paciente si no son vigilados y tratados adecuadamente.
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4.5.2. Nuevos tratamientos

La informacién que se dispone sobre los nuevos tratamientos de MAP, es obtenida a través de casos
clinicos y diferentes estudios in vivo e in vitro, porque, debido a la baja incidencia y répida evolucién
de esta condicién, la posibilidad de realizar ensayos clinicos, para determinar la seguridad y eficacia
de los fdrmacos candidatos, es muy pequefia. Esta es también la razén por la que no supone un gran
incentivo econdmico para la industria farmacéutica el desarrollo de nuevos medicamentos para tratar
esta enfermedad. El método menos costoso para descubrir nuevos farmacos para MAP es, por tanto,
“reutilizar” fdrmacos existentes que ya presentan otras indicaciones (11).

4.5.2.1. Estudios in vitro

Estos estudios han demostrado eficacia de diversos fdrmacos como posibles tratamientos
anti-Naegleria, algunos ya comercializados con otras indicaciones y otros descubiertos
recientemente.

De aquellos que se conoce su posible mecanismo de accién, existen inhibidores de las proteasas
de cisteina, que se mencionaron en el apartado de patogénesis como un importante mecanismo
contacto-dependiente de N. fowleri.

El fdrmaco de organoselenio sintético Ebselen y los compuestos fenil-vinilicos relacionados con
sulfonas BAY 11-7082 y BAY 11-7085 han sido estudiados y presentan 8,5, 34 y 23 veces mds
potencia que la miltefosina en la inhibicién del crecimiento de N. fowleri respectivamente. Otra
ventaja de estos compuestos es que atraviesan fécilmente la BHE (11,22). Las estatinas utilizadas
en el tratamiento de la hipercolesterolemia como la fluvastating, atorvastating, pitavastating,
cerivastatina y rosuvastating, interfieren en la via de sintesis del ergosterol y los estudios rea-
lizados in vitro con estos farmacos, también aportan resultados prometedores (11). Por dltimo,
cabe mencionar el inhibidor de farnesil transferasa lonafarnib, que bloquea la produccién de
ergosterol, y tiene una actividad sinérgica con pitavastatina, produciendo una inhibicién del
95% en el crecimiento de trofozoitos de N. fowleri (11,23).

En cuanto a los fdrmacos estudiados in
vitro cuyos mecanismos de accién para
eliminar a N. fowleri son desconocidos,
vale la pena sefialar: la auranofing, un
agente antirreumdtico; el etomoxir y la
perhexilina, inhibidores de la oxidacién
de dcidos grasos; y, la tioridazina y el
dcido valproico, agentes antiepilépticos

(11).

Aunque los fdrmacos descritos previamente hayan demostrado eficacia antiamebiana en
estudios in vitro, es necesario realizar estudios in vivo para descubrir y confirmar su verdadero
potencial como fadrmacos contra MAP (11).

4.5.2.2. Estudios in vivo

En los estudios in vivo realizados, se comprobaron las tasas de supervivencia de grupos de
ratones infectados, tratados con los nuevos fédrmacos, en comparacién con grupos control no
tratados y, a veces, con grupos tratados con anfotericina B sola o en combinacién con ofros
farmacos del tratamiento empirico actual. Ademds, se pudo medir posteriormente, si las dosis
administradas causaron efectos adversos en los ratones supervivientes.



El antipsicético clorpromazina, demostré una tasa de supervivencia del 75% en los ratones
infectados, usando dosis de entre 10 y 20 mg/kg, las cuales no produjeron dafios renales ni
hepdticos en los ratones (24). De los numerosos antibiéticos estudiados in vivo, la rokitamicina
es el que ha demostrado una mayor eficacia para tratar MAP, pues aumenté un 80% la tasa
de supervivencia de los ratones infectados usando una dosis de 20 mg/kg, la cual tampoco
indujo toxicidad renal ni hepdtica (25). Pero el fdrmaco més prometedor, es el macrélido
corifungina, que, administrado a una dosis, bien tolerada, de 9 mg/kg en ratones infectados,
consiguié una tasa de supervivencia del 100% (26).

4.5.2.3. Conjugacién con nanoparticulas

Uno de los principales problemas que nos encontramos para tratar enfermedades que afectan
al SNC, es la dificil accesibilidad de los farmacos por el complicado paso a través de la
BHE, el cual se puede resolver incrementando la dosis administrada, asumiendo entonces, el
correspondiente aumento en su toxicidad. Las nanoparticulas son una de las soluciones que
ha encontrado la industria farmacéutica para este gran problema. Los sistemas de liberacién
de farmacos que incluyen nanoparticulas aumentan la biodisponibilidad, disminuyen la dosis
de férmaco necesaria para cumplir su funcién y actian en la diana especifica para la que
estdn indicados, reduciendo al maximo los efectos adversos del tratamiento. Se han realizado
estudios para entender las ventajas del uso de férmacos conjugados con nanoparticulas para
el tratamiento de MAP y los resultados son muy prometedores (11).

4.6. PROFILAXIS

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las vacunas son la manera mds eficaz
de prevenir enfermedades. Por este motivo, un grupo de cientificos desarrollaron en 2013 una vacuna
de ADN que utiliza un vector lentiviral para producir el gen Nfa1 de N. fowleri. Los ratones vacunados,
presentaron un 90% mds de supervivencia que los ratones control, los cuales murieron a las dos semanas.
Estos resultados son muy prometedores, pero deben realizarse mds estudios para entender el verdadero
potencial de este método para proteger a seres humanos de MAP (27).

Para el resto de las medidas profilacticas, se sugiere la iniciacién de una campafia de concienciacién a
la poblacién general sobre hébitos de seguridad y proteccién, especialmente en torno a los eventos rela-
cionados con actividades acudticas. Las recomendaciones que estas campafias deberian incluir son (10):

¢ No participar en actividades acudticas cerca de agua estancada y caliente, especialmente si hay
poca profundidad y flujo débil.

¢ Taparse la nariz o usar pinzas nasales o gafas con proteccién nasal si se va a participar en actividades
acudticas en agua potencialmente contaminada.

¢ Mantener la cabeza por encima de la superficie del agua cuando se nade en agua dulce, aguas
termales u otras masas de agua no tratadas.

¢ Evitar saltar o zambullirse en agua dulce estancada.
¢ No excavar o agitar los sedimentos del fondo del agua.

¢ Buscar ayuda médica inmediata si empieza a desarrollar sintomas tras participar en actividades
acudticas.

¢ Los propietarios de piscinas, spas y jacuzzis deben desinfectarlos y llevar a cabo las labores de
mantenimiento adecuadas.

¢ Debe usarse agua hervida, filtrada o estéril para la irrigacién de los senos nasales, en vez de
usar agua del grifo.
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CONCLUSIONES

La meningoencefalitis amebiana primaria es una enfermedad de muy baja incidencia pero muy alta
mortalidad, que ha afectado a unas 400 personas desde que se tienen registros y de los cuales han
sobrevivido menos de diez. Afecta especialmente a nifios, durante los meses de verano, al ser los
pacientes y la época del afio mds susceptible de producir la infeccién, la cual se produce por el
contacto directo entre las fosas nasales del hospedador y el agente causal de esta afeccién, la
“ameba come-cerebros” N. fowleri, una ameba pardsita clasificada como ameba limax, durante
las actividades acudticas realizadas en masas de agua dulce donde habita el parésito.

La sintomatologia de esta afeccién es muy similar a una meningitis de etiologia bacteriana o virica de
muy rdpida evolucién que no responde a tratamientos antibidticos habituales. El nombre coloquial que
recibe este pardsito viene dado por las caracteristicas necrotizantes devastadoras que deja a su paso
en el tejido cerebral de las victimas por su infeccién.

Estas caracteristicas hacen que esta enfermedad tenga un dificil diagnéstico basado principalmente en
el andlisis del LCR y biopsias de tejido cerebral realizadas post-mortem.

El tratamiento actual estd basado en la combinacién de anfotericina B con otros farmacos, pero es
inespecifico y poco eficaz, produciendo reacciones adversas. Existe un bajo interés de la industria
farmacéutica por buscar ofras alternativas dada la baja incidencia de esta infeccién. La mejor
estrategia para la bisqueda de nuevos tratamientos es, por tanto, la reutilizacién de farmacos ya
comercializados con otras indicaciones, sobre los cuales hay varios estudios que aportan resultados
prometedores para el futuro tratamiento de esta enfermedad.

A dia de hoy, la prevencién es la mejor arma que tenemos contra Naegleria fowleri. La estrategia
profiléctica esencial es evitar el contacto con agua potencialmente contaminada y nuestras fosas
nasales, mediante el uso de barreras fisicas, como pinzas o gafas con proteccién nasal si vamos
a participar en actividades acudticas en masas de agua dulce estancadas y calientes o la esterili-
zacién y correcta desinfeccién del agua usada para irrigaciones nasales y para uso lddico, como
piscinas o jacuzzis.

En conclusién, la potencial peligrosidad de la meningoencefalitis amebiana primaria
viene dada por su répida evolucién y alta mortalidad y, aunque las caracteristicas de
esta afeccién no la convierten en candidata a producir un evento pandémico que su-
ponga un riesgo urgente a enfrentar por el sistema sanitario, los avances en su manejo
terapéutico son igualmente importantes y se deben centrar en la familiarizacién de
los profesionales sanitarios con su cuadro clinico, la investigacién del agente causal
para detectar posibles dianas terapéuticas en el desarrollo de nuevos férmacos y la
instauracién de las medidas profilacticas en la poblacién.




I} BIBLIOGRAFIA

Becerril Flores MA. Amibas de vida libre con potencial patégeno | Parasitologia Médica, 6e | AccessMedicina |
McGraw Hill Medical [Internet]. 2023 [citado 2 de marzo de 2024]. Disponible en: htips://accessmedicina-mhmedical-
com.bucm.idm.oclc.org/content.aspx2bookid=3370&sectionid=279394781

Sabana MLPRU de la, Sabana J de JAOU de la. Amibas de vida libre en seres humanos / Free-living amoebae
in humans. instname: Universidad del Norte [Internet]. 15 de diciembre de 2009 [citado 2 de marzo de 2024];
Disponible en: https://manglar.uninorte.edu.co/handle/10584,/2318

Ruggiero MA, Gordon DP, Orrell TM, Bailly N, Bourgoin T, Brusca RC, et al. A Higher Level Classification of All Living
Organisms. PLoS One [Internet]. 29 de abril de 2015 [citado 2 de marzo de 2024];10(4):e0119248. Disponible en:
https://journals.plos.org/plosone/ article2id=10.1371 /journal.pone.0119248

AdI SM, Bass D, Lane CE, Luke3 J, Schoch CL, Smirnov A, et al. Revisions to the Classification, Nomenclature, and Diversity
of Eukaryotes. Journal of Eukaryotic Microbiology [Internet]. 1 de enero de 2019 [citado 2 de marzo de 2024];66(1):4-
119. Disponible en: https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full /10.1111 /jeu.12691

Gharpure R, Bliton J, Goodman A, Ali IKM, Yoder J, Cope JR. Epidemiology and Clinical Characteristics of Primary
Amebic Meningoencephalitis Caused by Naegleria fowleri: A Global Review. Clinical Infectious Diseases [Internet]. 1 de

julio de 2021 [citado 2 de marzo de 2024];73(1):e19-27. Disponible en: https://dx.doi.org/10.1093 /cid/ciaa520

CULBERTSON CG, SMITH JW, COHEN HK, MINNER JR. Experimental Infection of Mice and Monkeys by Acanthamoeba.
Am J Pathol [Internet]. 1 de enero de 1959 [citado 3 de marzo de 2024];35(1):185. Disponible en: https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/pmc/articles/PMC1934806/

Fowler M, Carter RF. Acute Pyogenic Meningitis Probably Due to Acanthamoeba sp.: a Preliminary Report. Br Med J
[Internet]. 25 de septiembre de 1965 [citado 2 de marzo de 2024];2(5464):734-42. Disponible en: https://www.bmi.
com/content/2/5464/734.2

Siddiqui R, Karim I, Ali M, Cope JR, Khan NA. Biology and pathogenesis of Naegleria fowleri. Acta Trop [Internet]. 2016
[citado 25 de marzo de 2024];164:375-94. Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016 /j.actatropica.2016.09.009

Naegleria fowleri — Primary Amebic Meningoencephalitis (PAM) — Amebic Encephalitis | CDC [Internet]. [citado 8 de
marzo de 2024]. Disponible en: https://www.cdc.gov/parasites/naegleria/index.html

. Ahmad Zamzuri M ‘Ammar |, Abd Maijid FN, Mihat M, Ibrahim SS, Ismail M, Abd Aziz S, et al. Systematic Review of

Brain-Eating Amoeba: A Decade Update. International Journal of Environmental Research and Public Health 2023, Vol
20, Page 3021 [Internet]. 9 de febrero de 2023 [citado 2 de marzo de 2024];20(4):3021. Disponible en: https://www.
mdpi.com/ 1660-4601,/20/4,/3021 /him

Giémez A, Garcia E. Primary amoebic meningoencephalitis by naegleria fowleri: Pathogenesis and treatments.
Biomolecules. 1 de septiembre de 2021;11(9).

Che X, He Z, Tung TH, Xia H, Lu Z. Diagnosis of primary amoebic meningoencephalitis by metagenomic next-generation
sequencing: A case report. Open Life Sci. 1 de enero de 2023;18(1).

Grace E, Asbill S, Virga K. Naegleria fowleri: Pathogenesis, Diagnosis, and Treatment Options. Antimicrob Agents
Chemother [Internet]. 1 de noviembre de 2015 [citado 17 de marzo de 2024];59(11):6677. Disponible en: /pmc/
articles/PMC4604384/

. Jamerson M, da Rocha-Azevedo B, Cabral GA, Marciano-Cabral F. Pathogenic Naegleria fowleri and non-pathogenic

Naegleria lovaniensis exhibit differential adhesion to, and invasion of, extracellular matrix proteins. Microbiology (N Y)
[Internet]. T de marzo de 2012 [citado 25 de marzo de 2024];158(3):791-803. Disponible en: https://www.microbi-
ologyresearch.org/content/journal /micro,/10.1099 /mic.0.055020-0

. Jamerson M, Schmoyer JA, Park J, Marciano-Cabral F, Cabral GA. Identification of Naegleria fowleri proteins linked to

primary amoebic meningoencephalitis. Microbiology (United Kingdom) [Internet]. 1 de marzo de 2017 [citado 25 de
marzo de 2024];163(3):322-32. Disponible en: https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/
micro/10.1099/mic.0.000428

Jeong SR, Lee SC, Song KJ, Park S, Kim K, Kwon MH, et al. Expression of the nfal Gene Cloned from Pathogenic
Naegleria fowleri in Nonpathogenic N. gruberi Enhances Cytotoxicity against CHO Target Cells In Vitro. Infect Inmun
[Internet]. julio de 2005 [citado 25 de marzo de 2024];73(7):4098. Disponible en: /pmc/articles/PMC1168563/

Mujadid A, Burki K, Satti L, Mahboob S, Onaiz S, Anwar Z, et al. Successful Treatment of Confirmed Naegleria fowleri
Primary Amebic Meningoencephalitis. Disponible en: https://doi.org/10.3201 /eid3004.230979

Ghanchi NK, Jamil B, Khan E, Ansar Z, Samreen A, Zafar A, et al. Case Series of Naegleria fowleri Primary Ameobic
Meningoencephalitis from Karachi, Pakistan. Am J Trop Med Hyg [Internet]. 11 de noviembre de 2017 [citado 26 de
marzo de 2024];97(5):1600. Disponible en: /pmc/articles/PMC5817751 /



336

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

Cope JR, Conrad DA, Cohen N, Cofilla M, Dasilva A, Jackson J, et al. Use of the Novel Therapeutic Agent Miltefosine for
the Treatment of Primary Amebic Meningoencephalitis: Report of One Fatal and One Surviving Case. Clin Infect Dis [In-

ternet]. 3 de marzo de 2016 [citado 26 de marzo de 2024];62(6):774. Disponible en:/pmc/articles/PMC4775347 /

Vargas-Zepeda J, Gémez-Alcalé A V., Vazquez-Morales JA, Licea-Amaya L, De Jonckheere JF, Lares-Villa F. Successful
Treatment of Naegleria fowleri Meningoencephalitis by Using Intravenous Amphotericin B, Fluconazole and Rifampicin.
Arch Med Res. 1 de enero de 2005;36(1):83-6.

Linam WM, Ahmed M, Cope JR, Chu C, Visvesvara GS, Da Silva AJ, et al. Successful Treatment of an Adolescent with
Naegleria fowleri Primary Amebic Meningoencephailitis. Pediatrics [Internet]. 1 de marzo de 2015 [citado 26 de marzo
de 2024];135(3):e744. Disponible en: /pmc/articles/PMC4634363/

Debnath A, Nelson AT, Silva-Olivares A, Shibayama M, Siegel D, McKerrow JH. In vitro efficacy of ebselen and
BAY 11-7082 against Naegleria fowleri. Front Microbiol [Internet]. 6 de marzo de 2018 [citado 27 de marzo de
2024];9(MAR):334310. Disponible en: www.frontiersin.org

Hahn HJ, Debnath A. In Vitro Evaluation of Farnesyltransferase Inhibitor and its Effect in Combination with 3-Hy-
droxy-3-Methyl-Glutaryl-CoA Reductase Inhibitor against Naegleria fowleri. Pathogens 2020, Vol 9, Page 689
[Internet]. 22 de agosto de 2020 [citado 27 de marzo de 2024];9(9):689. Disponible en: https://www.mdpi.
com/2076- 0817/9/9/689/htm

Kim JH, Jung SY, Lee YJ, Song KJ, Kwon D, Kim K, et al. Effect of therapeutic chemical agents in vitro and on experimental
meningoencephalitis due to Naegleria fowleri. Antimicrob Agents Chemother [Internet]. noviembre de 2008 [citado 27

de marzode 2024];52(11):4010-6. Disponible en: https://journals.asm.org/doi/ 10.1128 /aac.00197-08

Kim JH, Lee YJ, Sohn HJ, Song KJ, Kwon D, Kwon MH, et al. Therapeutic effect of rokitamycin in vitro and on experimental
meningoencephalitis due to Naegleria fowleri. IntJ Antimicrob Agents. 1 de noviembre de 2008;32(5):411-7.

Debnath A, Tunac JB, Galindo-Gémez S, Silva-Olivares A, Shibayama M, McKerrow JH. Corifungin, a new drug lead
against Naegleria, identified from a high-throughput screen. Antimicrob Agents Chemother [Internet]. noviembre de 2012
[citado 27 de marzo de 2024];56(11):5450-7.Disponible en: https://journals.asm.org/doi/10.1128 /aac.00643-12

Kim JH, Sohn HJ, Lee J, Yang HJ, Chwae YJ, Kim K, et al. Vaccination with lentiviral vector expressing the nfal gene
confers a protective immune response to mice infected with Naegleria fowleri. Clinical and Vaccine Immunology
[Internet]. julio de 2013 [citado 26 de marzo de 2024];20(7):1055-60. Disponible en: https://journals.asm.org/

journal /cvi

Juan Carlos Manzano Ayuso
juanmanz@ucm.es

Titulo del Trabajo de Fin de Grado: Meningoencefalitis amebiana primaria causada por la ameba “come-cerebros” Naegleria fowleri.
Tutor: Francisco Ponce Gordo.

Centro de realizacién/ presentacién: Facultad de Farmacia, Universidad Complutense de Madrid.

Fecha de lectura: Junio de 2024.






B R E V E S

Angela Valcarcel Olmeda

Alfa-Gal, epitopo responsable de la alergia a la carne rojq,
en la garrapata mediterrénea Hyalomma lusitanicum

Javier Colmena Zaragoza

Anticuerpos anti-Anisakis en pacientes con cancer de colon
y su relacién con los linfocitos T y0

Juan Gonzdlez-Fernandez

La IgA sérica contribuye a la comprensién de la urticaria crénica
asociada a Anisakis simplex

Maria Piedad de 1a Hoz Martin

Prevalencia de la anisakiosis en Madrid (Espaiia)
tras 20 afios de Legislacién preventiva

Celia Bolumburu Camara

Trichomonas vaginalis: epidemiologia en un hospital terciario
y caracterizacién biomolecular de aislados clinicos



Angela Valcércel Olmeda

Parasitologia, Facultad de Farmacia,

Universidad Complutense de Madrid

Alfa-Gal,
epitopo responsable de la
alergia a la carne roja,
en la garrapata
mediterranea
Hyalomma lusitanicum

Resumen

en las glicoproteinas de las células de mamiferos no primates. Los humanos han desarrollado

una respuesta inmune a la exposicién a este carbohidrato. La exposicidn al antigeno a través
de mordeduras de garrapatas induce la produccién de IgE anti-a-Gal, lo que provoca, en individuos
predispuestos, una reaccién de hipersensibilidad de tipo | denominada alergia a la carne de mamiferos
(mammalian meat allergy-MMA), que se caracteriza por la manifestacién de reacciones alérgicas,
urticaria o anafilaxia, de forma tardia tras el consumo de carne o visceras de mamiferos.

l : | oligosacdrido a-Gal es una fraccién carbohidratada que se encuentra predominantemente

En Espafia, se ha relacionado con la especie Ixodes ricinus, debido al solapamiento de las éreas
endémicas con la distribucién de los casos. El nimero de casos notificados puede estar subestimado
debido a la falta de un diagnéstico adecuado. Por ello, es necesario evaluar el potencial de las
especies mds abundantes en el pais como posibles fuentes de sensibilizacién y, por tanto, su capacidad
para inducir MMA. Por este motivo, determinamos la presencia de a-Gal en extractos proteicos
hidrosolubles de glandulas salivares y tractos digestivos de Hyalomma lusitanicum recolectados de
vegetacién y de aquellos alimentados con ciervos, mediante la técnica de ELISA indirecto. Obtuvimos
valores muy altos en glédndulas y muy bajos en tractos digestivos, sin diferencias significativas entre
machos y hembras.
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Varios estudios previos determinaron la presencia
de a-Gal en saliva, glédndulas salivares e intestinos
de diferentes especies de garrapatas. Estos autores
indicaron que la presencia de a-Gal en el tracto
gastrointestinal de estas garrapatas es un rema-
nente de la alimentacién realizada antes de la
muda al estado adulto.

Sin embargo, no observamos diferencias en los
niveles de a-Gal ni a nivel de las gldndulas ni del
tracto intestinal, entre garrapatas recolectadas de
vegetacién y alimentadas sobre ciervos.

En nuestro estudio, la concentracién de a-Gal fue
mayor en las gldndulas salivales que en el tracto
gastrointestinal. Este hecho sugiere que el grado
de alimentacién no parece afectar la presencia de
a-Gal en la garrapata, debido a que la reaccién del
anticuerpo especifico en las gldndulas salivales de
H. lusitanicum recolectadas de ciervos fue similar a
la de especimenes del mismo sexo recolectados de
la vegetacién. Esto podria indicar que su presencia
no se debe a la ingestién de sangre de mamiferos no
primates.

Esto ya habia sido sugerido por otros autores que
evidenciaron la presencia de genes que codifican
enzimas galactosiltransferasas en Ixodes scapularis.
La presencia de a-Gal se observé en las glédndulas
salivales y tractos digestivos de garrapatas no ali-
mentadas y parcialmente alimentadas artificialmente
con sangre humana, evidenciando la capacidad de
sintesis de 0-Gal por la garrapata. En este trabajo
hemos confirmado que las proteinas que presentan el
epitopo alergénico son de alto peso molecular (>250
kDa) y estdn presentes en una alta proporcién en las
glandulas salivales segin se confirmé mediante la
técnica ELISA. Ademds, no se observaron diferencias
en funcién del sexo. Estudios previos identificaron
proteinas de 50 kDa en el extracto hidrosoluble
de gléndulas salivales de Hyalomma longicornis y
proteinas de 200 y 40 kDa en saliva de Amblyomma
sculptum con epitopos 0-Gal. Esto parece indicar que
el epitopo 0-Gal estd presente en diferentes proteinas
de las glandulas salivales en funcién de la especie de
garrapata estudiada. En nuestro caso, al disminuir la can-
tidad de acrilamida en el gel (7,5%), pudimos observar
la presencia de varias bandas, lo que confirma la pre-
sencia de diferentes proteinas con el epitopo azucara-
do capaces de desencadenar una reaccién alérgica.

Es necesario identificar proteinas en extracto de ga-
rrapatas mediante sueros de pacientes con MMA
grave para demostrar la alergenicidad de antigenos
de H. lusitanicum.

Investigaciones previas determinaron la presencia
de proteinas con epitopos a-Gal en las glandulas
salivales de Hyalomma marginatum, una especie fi-
logenéticamente cercana a H. lusitanicum, a través
del reconocimiento de IgE en sueros de pacientes
con reacciones anafildcticas a la picadura de estas
especies y de un individuo con una historia frecuente
de picaduras de garrapatas. Algunos autores sugi-
rieron que las proteinas presentes en la saliva de las
garrapatas, responsables de las reacciones alérgicas
en el hospedador, podrian participar en el desarrollo
de MMA.. Sabiendo que H. lusitanicum es capaz de
alimentarse de humanos, es posible que sea capaz
de causar MMA en individuos sensibilizados. Sin
embargo, para confirmar esta hipétesis, es nece-
sario realizar estudios de reconocimiento de estas
proteinas por IgE anti-a-Gal presente en sueros de
pacientes con sensibilizacién a este epitopo.

Este es un estudio preliminar, por lo tanto, sus resulta-
dos son limitados y se necesitan més investigaciones.
El objetivo principal fue determinar la presencia o
ausencia de 0-Gal en dos extractos diferentes de
H. lusitanicum (gldndulas salivares y tracto digestivo).
Para demostrar la relacién entre H. lusitanicum y
el desarrollo de MMA, se necesitan estudios mds
avanzados que incluyan sueros de pacientes e
historial clinico, entre otros.
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Figura 1. Presencia de proteinas con epitopos a-Gal en el extracto proteico de las gldndulas salivales (TSG) y tractos digestivos (TG)
de hembras (female) y machos (male) de Hyalomma lusitanicum. D.O., valores de densidad Sptica leidos a 490 nm en un
espectrofotémetro.

Figura 2. Presencia de proteinas con epitopos a-Gal en el extracto proteico de las glandulas salivales (TSG) y tractos digestivos (TG) de
adultos alimentados (E) y no alimentados (NE) de Hyalomma lusitanicum. D.O., valores de densidad éptica leidos a 490 nm
en un espectrofotémetro.
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Anticuerpos anti-Anisakis
en pacientes con cancer
de colon y su relacion
con los linfocitos T y6

Resumen

linas anti-Anisakis en pacientes con cdncer de colon (CC), relaciondndolos con la inmunidad
de los linfocitos T aB y y8. El primer hallazgo sobresaliente de la investigacién fue el aumento
significativo de los niveles de todos los isotipos especificos anti-Anisakis en pacientes con CC frente a
los controles, con tasas de positividad de IgM e IgE significativamente mds altas en pacientes con CC.

I : n este estudio se evalian, por primera vez, los niveles de todos los isotipos de inmunoglobu-

Estudios previos demostraron similitudes en el comportamiento inmunolégico en las infeccio-
nesy en el cdncer: disminucién de la inmunidad de los linfocitos Ty aumento de la apoptosis.
Esto plantea la cuestién de si un patégeno que mantiene una respuesta inflamatoria persistente
podria tener influencia en procesos de oncogénesis.

Los tumores de alto grado tienden a crecer y diseminarse més répidamente a otros tejidos y, por
lo tanto, tienen un mal prondstico. Los niveles mds altos de anticuerpos y las tasas de positividad
més altas para IgM anti-Anisakis se encontraron en pacientes con CC de alto grado, mientras
que los niveles més bajos se observaron en CC de bajo grado. Esto podria indicar un mayor
riesgo de infeccién por Anisakis en pacientes que tenian un mal pronéstico (alto grado), aunque
no se observaron diferencias significativas en las subpoblaciones de linfocitos T af y y8 entre
alto grado y bajo grado.



Aunque la mayoria de los pdlipos nunca se
convertirdn en céncer colorrectal, mdltiples
mutaciones somdticas en los linajes de células
epiteliales, ya preexistentes en la etapa pdéli-
po-adenoma, contribuyen efectivamente al de-
sarrollo y progresién de la malignidad. En este
estudio, analizamos la presencia de pélipos
adicionales a las lesiones tumorales encontra-
das durante la colonoscopia y en la muestra
de tejido. También demostramos un aumento
significativo en los niveles de IgM anti-Anisakis
y del porcentaje de sujetos con resultado positivo
para pdlipos adicionales en el grupo de pacien-
tes con CC. Esto sugiere una clara relacién entre
Anisakis y la presencia de pélipos porque hubo
un aumento de todas las inmunoglobulinas an-
ti-Anisakis en pacientes con pélipos adicionales.

La invasién angiolinfatica (IA) se considera un
factor de riesgo importante correlacionado con
un desenlace adverso. La importancia pronéstica
de la afectacién de pequefios vasos submucosos
se asocia con un mayor riesgo de metdstasis en
ganglios linféticos regionales, y la afectacién de
la invasién venosa extramural se asocia con un
mayor riesgo de metdstasis hepdtica. La IgA cla-
ramente desempefia un papel crucial en la protec-
cién de las superficies mucosas contra el ataque de
patégenos invasores y presumiblemente es capaz
de eliminar también células malignas a este nivel.

En este estudio, confirmamos un aumento de
IgA anti-Anisakis en pacientes con CC e IA. Si
hay un aumento de la infeccién por Anisakis
en una situacién de déficit de linfocitos Ty con
|A, parece l6gico que el sistema inmunoldgico
monte una respuesta con un aumento del isotipo
de anticuerpo mds abundante asociado a las
membranas mucosas, lo que resulta en mayores
aumentos en los niveles séricos de IgA especifica.

La reaccién inmune alérgica mediada por IgE en
el curso de la infeccién por Anisakis implica una
respuesta de memoria de tipo Th2 secundaria
paralelay una estimulacién inmunolégica prima-
ria de las subpoblaciones tanto Th2 como Th1.

El papel antiinflamatorio y protumoral de la res-
puesta Th2 estd bien establecido. La diferenciacién
de las células Th2 depende de la IL-4 a través
de la sefializacién de STAT6. La sobreexpresion
de STAT6, detectada en el microambiente inmune
del cancer, promueve la inmunosupresién y la for-
macién de metéstasis al promover la angiogénesis.

La presencia de todos los isotipos de inmunoglo-
bulinas anti-Anisakis refleja una amplia respuesta
inmune que involucra tanto a linfocitos Th2 como
Th1. Nuestros resultados sugieren la posibilidad
de una infeccién remota por Anisakis en el tiempo
debido a la produccién elevada de IgG e IgE
con reinfecciones con el pardsito cercanas al
diagnéstico de CC.

En conclusién, todos los diferentes isotipos de
anticuerpos anti-Anisakis fueron significativa-
mente mayores en el grupo de pacientes con
CC. Los porcentajes de sueros positivos para
IgM e IgE anti-Anisakis también fueron signifi-
cativamente mayores en pacientes con CC. El
grado de diferenciacién tumoral y la poliposis
se relacionaron con niveles altos y tasas de
positividad de IgM anti-Anisakis.

Los valores de linfocitos T y8 y linfocitos T CD4+
ap fueron significativamente menores en pacientes
con CC. La apoptosis aumentd significativamente
en los linfocitos T aP y y6 en pacientes con CC.

Estudios experimentales previos sugieren relacién
entre Anisakis y la alteracién de las células epi-
teliales asi como con su posible transformacién
maligna. Aunque nuestros resultados vinculan
claramente Anisakis con CC, se necesitan mds
investigaciones para demostrar si este parasi-
tismo es un factor productor de tumores o una
consecuencia de la deficiencia de linfocitos T
independiente de la etiologia del cancer.
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Figura 1. Muchos patégenos estdn relacionados con carcinogénesis. La inflamacién crénica, como resultado de infecciones persistentes,
conduce a dafios en el ADN, mayor expresién de oncogenes, disminucién de la apoptosis e inmunosupresién, que inducen céncer.
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Figura 2. (A) Porcentaje de sueros positivos para IgE anti-Anisakis en pacientes con cdncer de colon con o sin deficiencia de células TCD3+ y§,
Odds ratio, OR: (IC95%) (Prueba exacta de Fisher). (B) Inmunoglobulinas (IgA) anti-Anisakis en suero de pacientes con cdncer de
colon (CC, n=92) segin invasién angiolinfética (Al, n=34) o no (n=58). (Media y desviacién) (U de Mann-Whitney; *p < 0,05).
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[La IeA seérica contribuye a
la comprension de la
urticaria cronica asociada a
Anisakis simplex

Resumen

a los antigenos totales y de excrecién-secrecién (ES) de Anisakis, asi como frente a alérgenos
especificos (Anis 1/Anis 3/Anis 7/Anis 13) en pacientes con anisakiosis gastroalérgica/AGA
y urticaria crénica (UC) asociada a sensibilizacién/UC+.

: ; e determinaron citoquinas séricas y los niveles de IgE, IgG4 e IgA humanas especificas frente

En AGA y UC+, los niveles de IgE, IgG4 e IgA anti-Anisakis aumentaron en comparacién con los
controles debido al contacto previo con larvas vivas.

La IgE anti-Ani s 3 (tropomiosina de Anisakis) no mostré diferencias entre los grupos, compor-

tandose como panalérgeno. La IgG4 anti-Ani s 3 aumentd en los controles con respecto a AGA,
UC+y UC- (UC sin sensibilizacién).

Los pacientes con UC, enfermedad multifactorial de etiologia incierta, desarrollan una respuesta
inmune mediada por citoquinas proinflamatorias como IL-6 o IL-17. Los pacientes AGA y UC+
produjeron IgA anti-Anisakis pero hubo diferencias entre UC- y controles para el extracto total
y Ani s 7. Esto indica que los pacientes diagnosticados de UC, incluso no siendo positivos a
Anisakis, presentaban IgA sérica especifica. Los antigenos de Anisakis se ingieren habitualmente
cuando comemos peces de origen marino. La mayor produccién de IgA se localiza en el intestino,
pero una barrera mucosa deteriorada o inflamada puede estar asociada con niveles séricos
aumentados. En el caso de la UC (UC+ y UC-), y especificamente en el grupo UC-, la IgA
anti-Anisakis detectada en suero podria ser un anticuerpo polirreactivo. Actualmente no estd
clara la funcién de la IgA sérica y por qué la baja produccién de IgA aumenta el riesgo de
desarrollar infecciones o una enfermedad inmune sistémica como la UC.



Se hainvestigado la IgA sérica como biomarca-
dor ya que se asocia con los niveles de TGF-p.
Los niveles séricos de esta citoquina no mostra-
ron diferencias significativas entre los grupos,
pero se observé un aumento de TGF- en AGA
y UC+ respecto a los grupos Anisakis negativos.
Probablemente, el primer contacto con larvas
vivas sea suficiente para inducir la produccién
de TGF-B, aunque los niveles séricos pueden no
ser adecuados para su determinacién.

Observamos niveles bajos de IgG4 especifica
en pacientes con UC, por lo que calculamos la
relacién IgA/IgG4. Este cociente fue alto en
pacientes con UC porque su patologia podria
ser la responsable de los niveles més elevados
de IgA especifica frente a Anisakis. La IgA sérica
desempefia un doble papel en el sistema inmu-
nolégico. Estd involucrada en el mantenimiento
de la homeostasis y la promocién de respuestas
antiinflamatorias, pero también puede inducir
inflamacién. La IgG4 es un isotipo protector para
las alergias. En AGA, la IgE y la IgG4 son altas,
pero en UC+, la IgG4 es baja.

Anis 3y Ani s 13 fueron responsables del aumento
del cociente IgA/1gG4, tal vez relacionado con la
exposicion intestinal como alérgenos cldsicos de
larvas muertas presentes en pescados cocinados
o congelados.

En UC (UC+/UC-), los niveles de IL-10, IFN-y e
IL-17A fueron menores que en pacientes sin UC
(AGA/controles). La AGA se acompaia de ur-
ticaria aguda en presencia de larvas vivas y es
una condicién transitoria. Los sueros se obtuvieron
mucho después del episodio agudo, cuando los
pacientes estaban asintomdticos. Sin embargo,
los pacientes con UC sufrian urticaria activa.

Los niveles séricos de IFN-y se correlaciona-
ron inversamente con la respuesta de anticuer-
pos con la excepcién de la IgG4 anti-Ani s 3.
Las respuestas proinflamatorias basales Th1
y Th17 (IFN-y e IL-17) son suprimidas por el
efecto de la IL-10 inducida por los pardsitos.

En nuestro estudio, se esperaba que los grupos
positivos para Anisakis presentaran niveles
mds altos de citoquinas Th2 como IL-10, pero
los controles presentaron més IL-10 que los
pacientes con UC.

En los grupos Anisakis negativos, aunque hay
niveles més bajos de IgA especifica anti-Ani s 13,
este anticuerpo se correlaciona con citoquinas
proinflamatorias como IL-17A, ratio Th17/Th2
y ratio Tipo 1/Tipo 2. Este hecho puede indicar
que los restos de larvas muertas podrian estar
asociados con un ambiente proinflamatorio.

Este estudio demuestra la importante implicacién
de la IgA sérica en los fenotipos clinicos de las
enfermedades relacionadas con Anisakis. Los
cocientes IgA/1gG4 anti-ES, Anis 1,7 y 13, pero
no Ani s 3, aumentaron en la UC con respecto
a AGA y controles. Este cociente fue particular-
mente alto en el caso de Ani s 13 en pacientes
UC-. Detectamos niveles bajos de IL-17A e IFN-y
en la UC. En los grupos Anisakis-positivos, la rela-
cién IgA/IgG4 (anti-ES, Ani s 1, 7 y 13) permitid
diferenciar AGA de UC+. La IgA anti-Anisakis
desempefia un papel importante en el recono-
cimiento de los alérgenos de Anisakis, ya sea a
través de la dieta o a través de la infeccién activa
de larvas vivas, lo que arroja nueva luz sobre los
mecanismos inmunolégicos de los fenotipos de
urticaria relacionados con Anisakis.

Juan Gonzdlez-Ferndndez

juangonzalez@ucm.es
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GAA Cu+ CU- CONTROL GAA Cu+ CU- CONTROL

Figura 1. Cociente IgA/IgG4 frente a antigenos de Anisakis en diferentes pacientes con Anisakis y grupo control. (*) p < 0,05. (**)
p < 0,01. GAA: anisakiosis gastroalérgica; CU+: urticaria crénica asociada a sensibilizacién a Anisakis simplex; CU-: urficaria
crénica sin sensibilizacién frente a Anisakis simplex.
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Figura 2. Correlacién de los niveles de IgA anti-Ani s 13 medidos como densidades épticas a 490 nm con IL-17A sérica en pg/ml, cocientes
de citoquinas Th17,/Th2 [IL-17A/IL-4] y Tipo 1/Tipo 2 [IL-2+IFN-y+TNF-a+IL-17A+IL-6]/[IL-4+IL-10+logTGF-B 1] en el grupo
control. Los valores _ representan los coeficientes de correlacién de rangos de Spearman (con valores p). Las curvas se ajustaron
con regresién lineal utilizando IBM SPSS v27.0.1.0
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Prevalencia de la anisakiosis

en Madrid (Espana)
tras 20 anos de
[egislacion preventiva

del Consejo, de 29 de abril de 2004, por el que se establecen normas especificas de higiene

de los alimentos de origen animal. Aproximadamente dos afios después, el 19 de diciembre de
2006, entré en vigor en Espafia el Real Decreto (RD) 1420,/2006. En él se incluye la obligacién para
los titulares de establecimientos que sirvan alimentos a consumidores finales o colectividades (bares,
restaurantes, cafeterias, hoteles, hospitales, escuelas, residencias, comedores de empresa, empresas
de catering y similares) de congelar los productos de la pesca (incluidos los encurtidos, salazones o
ahumados en frio en los que la temperatura central del producto no haya superado los 60°C) que
vayan a ser consumidos crudos, a una temperatura igual o inferior a =20°C durante al menos 24 h.
Actualmente, este RD ha sido derogado para incluirlo en uno més amplio en el que aparecen nuevos
detalles como un minimo de 15 h de congelacién a =35°C.

l : n 2004 entrd en vigor en Europa el Reglamento (CE) n® 853 /2004 del Parlamento Europeo y

Segun la reevaluacién de los informes de 2010 realizada recientemente por la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), la congelacién a una temperatura central de
-15°C durante al menos 96 h, —20°C durante al menos 24 h, o =35°C durante al menos 15 h,
y el calentamiento por encima de 60°C durante 1 min, siguen siendo los métodos mds
eficaces para matar las larvas.



A pesar de que la ley estd en vigor, la EFSA y el
Centro Europeo para la Prevencién y el Control
de Enfermedades (ECDC) informaron en 2020
de que en Espafa se habian producido dos
brotes causados por defectos en la congelacién
de unos boquerones en vinagre con larvas de
Anisakis. En este estudio, actualizamos la pre-
valencia de Anisakis en Madrid, Espafia, em-
pleando sueros de 500 donantes de sangre
sanos y compardndolos con sueros de caracte-
risticas similares analizados hace 20 afios para
comprobar el efecto profilactico de la ley.

En nuestro estudio, la prevalencia de anisakiosis
(IgE) en sueros de 2001 fue del 11,65%, lo que
es consistente con ofros estudios de prevalencia
previos (12,4%). Los datos actuales de prevalencia
de anisakiosis fueron del 2,2% en Madrid, lo que
indica una marcada reduccién. La prevalencia
de anisakiosis en otros paises europeos estuvo
en linea con nuestros resultados: 3-9%,/Portugal,
2%/Noruvega, 0,4-12,7%/ltalia y 2-2,5%/
Croacia. Las tasas de prevalencia en ofros paises
no europeos también fueron similares a las ob-
tenidas en nuestro estudio: 5,1%,/Marruecos,

10%/Japény 5-6,65%/Corea del Sur.

Muchos otros factores, aparte de la legislacién,
principalmente relacionados con la educacién
sanitaria sobre el calentamiento o la congela-
cién del pescado, pueden haber influido en la
disminucién observada de los casos. El actual
marco legislativo espafiol y europeo, junto con la
difusién de noticias que alertan al piblico sobre
la posible presencia de larvas de Anisakis en el
pescado, ha tratado de aumentar la concien-
ciacién sobre el pardsito en Espafia. Dado que
los requisitos legales obligan a los restaurantes y
las empresas de catering a congelar el pescado
antes de servirlo para inactivar las larvas de
Anisakis, la reduccién observada en la prevalen-
cia de IgE especifica del 12% al 2% sugiere que
la poblacién espafiola ha adoptado hdbitos pre-
ventivos eficaces contra la infeccién por Anisakis.

En el presente estudio, también detectamos
seroprevalencias de IgG e IgA del 13,6%,
que son similares a las obtenidas 20 afos antes
(15,55%y 14,54%, respectivamente). Esto indica
que las personas contindan estando en contacto
con antigenos de larvas muertas de Anisakis pre-
sentes en el pescado cocinado/congelado.

Nuestros hallazgos indican que otras investigacio-
nes sobrestimaron la prevalencia de anisakiosis en
Espafia hasta en un 14,7-18,4%. Los factores que
afectan a la parasitacién no son sélo el nivel de
exposicién (consumo de pescado per cépi-
ta y tasas de parasitaciéon de pescado) sino,
mds importante adn, los hébitos de consumo
de pescado (pescado crudo o poco cocinado
con larvas vivas).

En cuanto a la tasa de consumo de pescado,
medida en kg/habitante/afio, Portugal registrd
la tasa més alta de Europa (59,91), seguido
de Noruega (54,56), Japén (46,74) y Espafia
(46,02) en 2019. Los resultados de nuestro es-
tudio sobre el consumo de pescado indicaron
que la frecuencia era de aproximadamente
dos veces por semana, con una mediana de
cinco veces al afio para el pescado crudo.

En nuestra poblacién, la tasa de consumo de
pescado crudo fue baja, un 35% (0-10 veces
al afio), pero el 81% de nuestros participantes
tenian una ingesta moderada (1-4 veces por
semana) de pescado cocinado.

En conclusién, la prevalencia de anisakiosis
en Madrid ha disminuvido del 11,65% al 2,2%
tras 20 afios de legislacién preventiva. La pre-
sencia constante de niveles de IgG e IgA sin IgE,
sugieren una respuesta inmune local frente a los
antigenos de Anisakis. Estos hallazgos resaltan la
importancia de las politicas de salud publica en
la reduccién de la anisakiosis.
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Figura 1. Porcentaje de positivos (D.O.X+SD) (IgG, IgA e IgE) anti-Anisakis en donantes de sangre de Madrid recogidos en 2001-2002
(n=110) vs donantes de sangre de Madrid recogidos en 2021-2023 (n=500). (Chi-Square).
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Figura 2. Consumo de pescado por semana y de pescado crudo a lo largo del afio en donantes de sangre del Hospital Universitario
Fundacién Jiménez Diaz de Madrid (2021-2023, n=500).
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ITrichomonas vaeinalis:
epidemiologia en un
hospital terciarioy

caracterizacion biomolecular

de aislados clinicos

nivel mundial. Segin la Organizacién Mundial de la Salud, se registran diariamente un millén

de nuevos contagios por patégenos de transmisién sexual curable, entre los que se encuentra
Trichomonas vaginalis. Los ltimos informes de la OMS estiman una incidencia anual de 156 millones
de casos, cifra que podria estar en aumento. A pesar de estos datos tan alarmantes, la investigacién y
la verdadera incidencia sobre esta infeccién en Espafia son limitadas.

l a tricomonosis representa la infeccién de transmisién sexual (ITS) no virica mds prevalente a

Uno de los factores limitantes es su exclusién de la lista de Enfermedades de Declaracién
Obligatoria. Ademds, la presentacién clinica de la tricomonosis es altamente heterogénea,
con un alto ndmero de casos asintfomdticos, lo que sugiere que los datos de prevalencia
estdn probablemente infraestimados.

La infeccién por T. vaginalis estd asociada a una gran variedad de complicaciones, entre
las que destacan: 1) un aumento significativo del riesgo de adquirir otras ITS, tales como
clamidiasis, gonorreq, sifilis, herpes genital, papilomavirus y VIH; 2) un mayor riesgo de
aborto y ruptura prematura de membranas en embarazadas; y 3) una mayor probabilidad
de desarrollar céncer de cérvix en casos de infeccidn crénica.



Recientemente, se ha descubierto que T. vaginalis
puede albergar endobiontes de naturaleza virica
(Trichomonas vaginalis virus o TVV) y bacteriana
(Mycoplasma hominis, Ureaplasma urealyticum
y Candidatus Mycoplasma girerdii), los cuales
parecen influir en su capacidad patogénica.
Sin embargo, la interaccién entre estos orga-
nismos y sus repercusiones adn se encuentran
bajo investigacién.

Este pardsito se caracteriza por presentar un ge-
noma notablemente extenso (160 Mb) con una
considerable heterogeneidad entre sus aislados.
Los andlisis genéticos recientes han identificado
dos grupos poblacionales, denominados tipo 1
y tipo 2. Los aislados pertenecientes al primer
clister tienden a ser mds susceptibles a albergar
TVV, mientras que los del tipo 2 parecen estar
mds asociados con la resistencia al férmaco de
referencia, metronidazol.

Dadala escasez de estudios relacionados con las
infecciones por T. vaginalis en Espafia y el interés
en correlacionar el comportamiento de estos pa-
rdsitos con su genotipo, los objetivos generales
que se plantearon en esta Tesis Doctoral fueron:
1) evaluar la prevalencia mediante un estudio
observacional retrospectivo no intervencionista
sobre los casos de tricomonosis diagnosticados en
un hospital terciario de la Comunidad de Madrid,
considerando las coinfecciones, la presentacién
clinica y los casos en embarazadas; y 2) analizar
la correlacién entre la sintomatologia, la resis-
tencia al metronidazol, la presencia de endo-
biontes en aislados clinicos de estos pacientes
y dos marcadores moleculares: microsatélites
y Multilocus Sequence Typing (MLST).

Respecto al primer objetivo, los resultados
reflejan una prevalencia media del 0,95%
entre los afios 2013-2021, con un remarcable
descenso de los diagnésticos a raiz de la pan-
demia del SARS-CoV2. Resulté relevante que en
el Gltimo trimestre del 2021 se acumulé el 57%
de los casos anuales, sugiriendo una posible
recuperacién hacia los valores prepandémicos.

Entre los datos obtenidos, se observé un ele-
vado ndmero de coinfecciones con Chlamydia
trachomatis (11%), Mycoplasma hominis (30%)
y Ureaplasma urealyticum (45%). Ademds, el
8% de las mujeres diagnosticadas con tricomo-
nosis eran gestantes, siendo significativamente
mds asintométicas que la poblacién general. Es
importante destacar que el 10% de las emba-
razadas infectadas experimentaron complica-
ciones durante el embarazo, incluyendo rotura
prematura de membranas.

Los estudios biolégicos de los aislados clinicos
permitieron identificar muestras resistentes a
metronidazol, provenientes de pacientes que
regresaron a consulta debido a la persistencia
de sintomas. En cuanto a la presencia de endo-
biontes, los pacientes que albergaban pardsitos
con TVV mostraron una edad media significati-
vamente mayor en comparacién con aquellas
infectadas con aislados TVV-. Sin embargo, es-
tos aislados fueron mds sensibles al metronida-
zol. La presencia de micoplasmas se asocié sig-
nificativamente con una mayor sintomatologia
y una tendencia a mostrar cierta resistencia al
metronidazol, aunque de forma no significativa.
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En relacién al segundo objetivo, este es el
primer estudio que compara polimorfismos
de tres microsatélites y MLST a partir de siete
genes conservados en T. vaginalis a partir de
muestras clinicas. Los andlisis estadisticos no
revelaron asociacién entre ambos marcadores.
Sin embargo, el uso de MLST permitié detectar
infecciones mixtas, dos nuevos alelos y trece
tipos de secuencia no identificados previamente.
Asimismo, en el presente estudio, la presencia
de M. hominis como endobionte no parece estar
relacionado con ninguno de los dos tipos pobla-
cionales estudiados.

A raiz de los resultados obtenidos, las conclusio-
nes de esta Tesis Doctoral son: i) la prevalencia
de la tricomonosis diagnosticada en el hospital
terciario de la Comunidad de Madrid aumenté
desde 2016 hasta la pandemia del SARS-CoV2,
sin embargo, las cifras postpandemia sugieren
una vuelta a los valores de 2019, ii) tan sélo un
2,4% de los diagnésticos se llevaron a cabo en
varones, lo cual sugiere la necesidad de fortale-
cer las campaiias de diagndstico en la poblacién
masculing, iii) la coinfeccién con Mycoplasma
hominis y Ureaplasma urealyticum fue la més
frecuente, siendo potenciales endobiontes de
T. vaginalis, iv) el 2,3% de los aislados clinicos
estudiados fueron resistentes al metronidazol,
v) en mujeres embarazadas con tricomonosis
se observaron complicaciones como rotura
prematura de membranas, una mayor infla-
macién genitourinaria, asi como coinfecciones
y presencia de endobiontes, vi) el 29,1% de los
aislados presentaban TVV y un 61,1% micoplas-
mas, con repercusiones clinicas relevantes, vii) la
presencia de endobiontes no parece ser factor
suficiente para condicionar la susceptibilidad
farmacolégica al metronidazol, viii) tras el estudio
poblacional, se identifican aislados tanto del
tipo 1 como del tipo 2, tendiendo el segundo a
mostrar una mayor resistencia al metronidazol,
ix) MLST ha resultado ser la herramienta més
adecuada para realizar estudios poblacionales
en aislados de T. vaginalis, x) con los resultados
de esta Tesis Doctoral, aparecen por primera vez
aislados espafioles en la base de datos inter-
nacional de MLST, como segundo con mayor

contribucién de muestras de origen, después
de EE.UU.

Celia Bolumburu Cdmara

celia.bolumburu@gmail.com

Titulo de la Tesis: Trichomonas vaginalis: epidemiologia en un hospital terciario y caracterizacién biomolecular de aislados clinicos

Autora: Celia Bolumburu Camara

Directores: Alexandra Ibafez Escribano y José Antonio Escario Garcia-Trevijano

Centro de realizacién: Unidad de Parasitologia, Departamento de Microbiologia y Parasitologia, Facultad de Farmacia, Universidad

Complutense de Madrid
Fecha de Lectura: 10 de julio de 2024



Figura 1. Principales hallazgos en la evaluacién de los casos de tricomonosis diagnosticados en un hospital terciario de la Comunidad
de Madrid.
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Strenethening medical
parasitology education:
implementing an
e-Parasitology website at
a Latin America university

Abstract

he Medical Technology Department at University of Antofagasta (Chile) has incorporated the

open-access virtual website e-Parasitology® (e-Parasitology® website) to strengthen the virtual

teaching of medical/clinical parasitology in two healthcare programmes during the coronavirus
pandemic 2019 (COVID-19) in 2020/21. Second year BSc Nursing and third year BSc Medical
Technology students highly valued this intervention, as they reported learning about the specific pathology,
prevention, and treatment of important worldwide parasitic diseases. Eighty percent of students from
both cohorts also indicated acquisition of the competences to diagnose the infections due to these
human parasites. Moreover, the results collected would suggest that e-Parasitology®, specifically its
virtual microscope and library of digitized specimens, could be an appropriate (self-)learning tool to
acquire time-consuming laboratory skills to identify common enteric parasites affecting Chile. Results
collected also showed that the virtual website enhanced the interest of Chilean students on the study of
medical and clinical parasitology, which also suggested a strengthening of the syllabus of parasitology
in their respective pro-grammes to acquire a more comprehensive knowledge of this medical discipline,
especially from Medical Technology students. As such, e-Parasitology® would be an appropriate virtual
tool to strengthen the teaching status of parasitology to tackle important parasitic diseases.



Il INTRODUCTION

The COVID-19 pandemic due to the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
has impacted the teaching of healthcare sciences globally, enhancing the use of virtual resources to
provide continuous education to learners (Al-Balas et al., 2020). Technology could aid medical ed-
ucation to address different challenges, including the large number of students and the shortages of
healthcare professionals, to meet future requirements of the Education 2030 (Simpson et al., 2020).
Future healthcare professionals will need to have specialized knowledge, understood in a broad
sense, as well as appropriate skills and abilities to think beyond epistemic knowledge, so they will
be able to apply their knowledge in unknown and changing circumstances to address the increasing
economic and scientific developments.

Therefore, current students need to acquire a wide range of skills, attitudes, and values. Students who
are better prepared for the future are agents of change and in this way they will have a positive impact
on the environment, and anticipate the consequences of what they do (Ruiz Moral et al., 2022).
De Montfort University (DMU, Leicester, UK) has created a series of open-access virtual resources,
named e-Parasitology®, in collaboration with the Spanish Universities of San Pablo CEU and Miguel
Hernandez de Elche (UMH). This international team has work closely with multimedia developers
and graphic design experts from DMU (staff and undergraduate/graduated students who were
hired as paid employees from a range of different funding schemes from DMU to enhance student
employability, namely frontrunner, sandwich year placement and graduate champion), who were
critical to build the different e-Parasitology® resources. The e-Parasitology® website is available from the
DMU website (e-Parasitology© website) (Pefia-Ferndndez et al., 2020), meanwhile the e-Parasitology®
app is available from Google Store (e-Parasitology© app). Both virtual resources present innovative tools
and resources for providing a holistic education of animal and medical parasitology. Thus, they
present a range of up-to-date engaging virtual learning materials, exercises, and games for pro-
moting self-learning and specific virtual clinical case studies, with mini-videos and photographs

of real specimens for learning clinical parasitology diagnoses by using web-enabled devices
(Pefia-Ferndndez et al., 2020).

It is known that throughout history that the main
world events have been a turning point for rapid
discoveries and innovations. Therefore, since the
COVID-19 pandemic, it is vitally important to know
how to spread knowledge across borders, institu-
tions and companies/industries, i.e., across all the
different sectors of society. Thus, online learning
technologies can play a prominent role that could
tackle current and future challenges that clinical and
medical teaching are facing (Alsoufi et al., 2020).
As a result, academics and academic institutions
should explore the effectiveness of these e-resources
and virtual tools in teaching and learning, so they
can be appropriately implemented in the different
curricula to deliver modern and more inclusive
programmes.

Emerging data about the effectiveness of the e-Parasitology® app on learning on the participating
European universities would emphasize a similar effect to that observed in cohorts that have used
the website (Pefia-Ferndndez et al., 2020). However, little is known about the effectiveness of these
resources in universities from developing countries which support high morbidity/mortality indexes
due to parasitic diseases, which also present different higher education (HE) systems and infrastructures
that may jeopardize the effectiveness of our virtual tools. As such, we are collaborating with different
universities from Chile and West Africa. We report here the Chilean experience, as a developing/emerging
high-income economy.



1.1. CHILEAN EXPERIENCE

As of 1st October 2022, Chile has confirmed over 4.6 million cases and 61 thousand deaths to
COVID-19 since the declaration of the spread of this virus as a pandemic by the World Health Organization
(WHO) on March 11th, 2020 (COVID-19 Dashboard by the Center for Systems Science and Engineering at
Johns Hopkins University). Following the suspension of all face-to-face teaching activities since the
beginning of the pandemic (March, 2020), Chilean universities adopted a virtual teaching model using
existing and/or open-access digital platforms and software (Sepulveda-Escobar et al., 2020).

In recent decades, Chile has been one of South America’s fastest-growing economies, enabling the
country to significantly reduce poverty and inequality (Banco Mundial, 2022). However, infections
due to enteric parasites are still frequent, especially in children, with reports of 13% under 5 years
that presenting with diarrhoea, and prevalence ranging between 55-76% in asymptomatic children
from different areas (Ibarra et al., 2016). Common enteric parasites in Chile are Blastocystis hominis,
Cryptosporidium spp., Giardia intestinalis and Enterobius vermicularis (ISPCH et al., 2012; Pefia et al.,
2019), which are related with inadequate health education and environmental sanitation. Chile also
faces important parasitic diseases that highlight the importance of teaching medical parasitology in this
country, such as cystic echinococcosis (CE) and Chagas disease (CD). CE is the leading cause of hospital
admissions for parasitic diseases in Chile, with an average of 304 CE human cases reported by year
(Colombe et al., 2017). CD is a public health problem in the country that has shown an increment in
cases since 2016 (1611 cases) to 2019 (2333 cases) (ISPCH, 2019).

The Department of Medical Technology
at the Chilean University of Antofagasta,
incorporated the e-Parasitology® package
on two healthcare programmes to aid with
the virtual teaching of (clinical) parasitology
in 2020/21 as well as strengthening their
virtual provision. The specific programmes
that used our website were the BScs of
Nursing and Medical Technology.

£} INTRODUCTION

The aims of this manuscript are to explore the impact and effectiveness of e-Parasitology® for teaching
clinical parasitology at a South American university, as a potential virtual teaching and learning tool
to strengthen education on this discipline from a One Health point, which could also contribute to
the implementation of “Una Salud Chile”, initiative which started in 2014 in Chile (Pettan-Brewer et
al., 2021).

TEACHING RESOURCES AND METHODS

The e-Parasitology® website was used in the following modules: the 2nd semester module (equivalent
to a 1st year module in the European HE model) of Microbiology and Parasitology at the BSc Nursing
(syllabus available online; Nursing programme website), and the 5th semester module (third year
module) of Clinical Parasitology at the BSc Medical Technology (Medical Technology programme
website; clinical molecular bioanalysis, haematology and transfusion medicine route), respectively.



The methods used to test the resources created were like those previously described by our team else-
where (Pefia-Ferndndez et al., 2020), with some improvements to study acquisition of knowledge. Briefly:
students enrolled in both modules were provided with an overview of the e-Parasitology® website at the
beginning of the course on week commencing on the 19th of October 2020, together with a short intro-
duction to the project. At the end of this introductory session, students were asked to voluntarily complete
an online short questionnaire (named part A) with different questions around them and their experience
with parasitology, in addition to a few basic MCQ questions around general medical parasitology to
record their background. Following this introductory session, students attended their timetabled lectures
and practicals, which were entirely delivered online using the ZoomTM Video Communication Inc. plat-
form in combination with Moodle as the learning management system to upload and share the recorded
laboratory materials with students due to the COVID-19 pandemic. This mixed method has been adopted
in other universities with very positive outcomes (Correia et al., 2020; Fatani et al., 2020; Vandenberg et
al., 2021). Throughout the modules, students were signposted to the specific/relevant resources available
in the virtual package. At the end of both modules, students were asked to resolve the two virtual medical
parasitology case studies available in the website and voluntarily complete a specific feedback-questionnaire,
with MCQs around the parasites covered in the case studies, to investigate the potential effect of virtual
resource on the acquisition of knowledge.

Ethical approval was provided by the Research Ethics Committee at DMU (Ref. 1851; 8th December
2016; amendment approved on 8th October 2019) and the University of Antofagasta, which was
appropriately informed about this project. In addition, written approval from participants was obtained in
each electronic questionnaire, which were collected at DMU. Moreover, responders created anonymous
IDs at the beginning of each questionnaire, so they could be paired for appropriate processing. Data were
analysed descriptively using Microsoft Excel (Version 16.57, Redmond, WA, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Although all 25 Medical Technology students (Table 1) reported having studied parasitology before
(as they have a Basic Parasitology module in the previous semester), 32% and 8% reported having
a poor or fair knowledge of this discipline, respectively, which might highlight the importance of our
intervention as e-Parasitology® could be used as a learning support resource for these students. In
contrast, only six Nursing students out of 29 reported studying aspects of this discipline before, with
a 65.5% of them indicating to have a poor knowledge of parasitology.

Male 3 0
Female 26 5
Male 6 5
Female 19 10

Tabla 1. Students’ responses according to sex and programme.



We were unable to statistically compare the results obtained in the MCQs between both parts due to
the low number of responses recorded in part B (Table 1) owing to different reasons, as follows. This
might be attributed to different causes including completion of both questionnaires being voluntarily,
and the minimal interest shown by students in both degrees in medical parasitology, particularly
nursing students. Moreover, it was the first time that these students used a virtual environment like
e-Parasitology® for their learning and were involved in a teaching innovation project, which perhaps
might have aided to their low engagement in the teaching activity implemented.

Nine Medical Technology students that completed part B of the questionnaire at the end of the course
indicated that they frequently used e-Parasitology® to aid with the study of the Basic Parasitology module
(44% sometimes, 33% often, 22% always), with most of them reporting the use of the virtual microscope
with the digitised clinical samples to study the characteristics of helminths’ eggs (Ascaris lumbricoides,
E. vermicularis, Taenia spp.) and protozoan (Blastocystis sp., Cryptosporidium spp., Cyclospora
cayetanensis, G. intestinalis) parasites for diagnoses that are common in Chile. Interestingly, these
parasites are not described in the virtual medical case studies, which might suggest that the website
would be a potential self-learning tool to learn to microscopically identify parasites in the laboratory.
In contrast, only one Nursing student reported using our virtual website for the study of their specific
module.

4.1. STUDENTS’ OPINIONS AND FEEDBACK ON THE VIRTUAL PACKAGE

Following the completion of the virtual medical parasitology case studies, most students indicated ac-
quisition of knowledge on the pathology, prevention and treatment of the parasitic diseases studied
(specifically those studied in the case studies, i.e. malaria, Schistosoma spp., Entamoeba histolytica
& free-living amoebas) (Box 1). In general, Medical Technology students reported better levels
of acquisition of knowledge, which could be attributed to the fact that they studied parasitology
previously. Surprisingly, 40% nursing students were unsure about learning of the treatment of these
parasitic diseases, although the low number of responses collected (n=5) makes this result uncertain.
Moreover, a high percentage of participants (80%) reported learning the necessary competences to
diagnose these important diseases, which are key for these future healthcare professionals. This result
would be aligned with participants’ response about the use of the virtual microscope and the high
value that they provided to this e-Parasitolog”® tool, which would be in line with those observed in
Spanish Pharmacy students at UMH (Pefa-Ferndndez et al., 2020).



Figure 1. Students’ opinion on their impact of using e-Parasitology® (data presented as percentages).

Participants, particularly Medical Technology students, highly valued this acquisition of knowledge,
as they consider that will help their future career (Figure 1). Thus, all Medical Technology responders
recommended the strengthening of the parasitology content in their curriculum (73.3% agree, 26.7%
strongly agree). Contrarily, 40% Nursing students were unsure about increasing the parasitology
content in their programme, which could be attributed to the lower relevance that they provide to this
discipline (20% participants were unsure if learning parasitology will help their careers; Figure 1),
maybe because they study parasitology in the first year with litlle previous background. This might
have also contributed to the poor engagement with the completion of the voluntary questionnaires
recorded. Finally, participants from both cohorts reported that the different formative assessments
and mini-quizzes presented within the theoretical units for promoting self-learning enhanced their
learning (Figure 1), which would be also in agreement with those reported in UMH students. This
result would also highlight the relevance of e-Parasitology© as a useful resource for facilitating
self-learning in undergraduate students that study general (Nursing) or more specialized parasitology
(Medical Technology).

Today, many universities have recognized the importance of e-learning as a central element of their
teaching and learning systems, which includes self-learning as well as formative /summative assessment.
Therefore, more research investment has been used to understand the difficulties, advantages, and
challenges of on-line and virtual learning in higher education. However, developing countries face
many challenges in the application of e-learning education, which might put their educational institutions
and systems at a disadvantage for the future of education, challenges that should be tackled to
minimize or reduce current gaps. These challenges include that any student seeking to enroll in an
e-learning program would need to invest a significant amount of money in a range of resources, includ-
ing access to appropriate equipment (e.g. laptop, tablet, Smartphone), secure access to a reliable/
robust internet/data connection, and account with initial knowledge on the use of technological means
to obtain, understand and learn electronic/virtual information provided.



BOX 1. Students’ opinion on their acquisition of knowledge and competences by using e-Parasitology® (data presented as percentages).

CONCLUSIONS

Although our results should be considered as preliminary, the e-Parasitology® website has been shown
to be a potential learning tool to study important human parasites, not only from a theoretical point of
view such as prevention and treatment, but also to learn laboratory competences for diagnoses at a
Latin America university. This website could also be useful to aid with the teaching of time-consuming
parasitology skills, including microscopic analysis for diagnoses, which are difficult to appropriately
provide in healthcare programmes as they have very little time available and/or limitations on the
availability of resources.
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“PARASITOS.
[LOS ACTORLES SECUNDARIOS EN
NUESTRA HISTORIA”

Resena del libro:

oncha Mesa Valle y José Antonio Garrido Cérdenas, profesores del Area de Parasitologia
de la Universidad de Almeria y miembros de la Sociedad Espafiola de Parasitologia (SOCEPA),
son autores del magnifico libro titulado “Pardsitos. Los actores secundarios en nuestra historia”
publicado con Editorial Pinolia.
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egUn estos autores, los pardsitos son un grupo de organismos que habia aprendido a vivir, de
manera temporal o permanente, dentro o sobre ofro ser vivo (el hospedador) y la adaptabilidad
de los pardsitos es parte de la historia de una relacién compleja.

En este libro de divulgacién cientifica de lectura agil, estos dos miembros de la SOCEPA conjugan
conocimiento biomédico, rigor cientifico y entretenimiento.

En uno de los capitulos mds originales, los doctores Mesa y Garrido mencionan evidencias cientificas
acumuladas en las Gltimas décadas y que ponen de manifiesto la capacidad de algunos pardsitos
para manipular el comportamiento del hospedador.

Este libro facilita para los lectores no sola-
mente una adecuada comprensién de los
pardsitos y sus vectores, pero también una
visién cientificamente més rigurosa.

Estos profesores resaltan el papel de los
vectores en la epidemiologia de las enfer-
medades parasitarias, en su distribucién
geogrdfica.

Los autores de “Pardsitos. Los actores
secundarios en nuestra historia” men-
cionan la malaria denominada enfermedad
de los pantanos y los avances cientificos
logrados para encontrar férmacos eficaces
contra esta parasitosis y que han sido
especialmente reconocidos hace una

década (Premio Nobel de Medicing, 2015).

Ademds, Concha Mesa y José Antonio Garrido no se resisten a detallar en su libro informacién
sumamente relevante sobre los pardsitos en el agua y del suelo, asi como sobre los pardsitos en el
pescado y la carne.

Como enfatizan los autores, los artrépodos, los pardsitos de las mascotas entre otros no pueden
desligarse del concepto “One Health”. Al leer estos capitulos, los lectores perciben con mayor claridad
las conexiones existentes.

El libro concluye con unas perspectivas futuras. En efecto, los pardsitos plantean nuevos retos sanitarios y
veterinarios a los cientificos de todo el mundo. Entre los desafios actuales y los objetivos a alcanzar,
los profesores Mesa y Garrido mencionan la ausencia de vacunas, la aparicién de resistencia a los
tratamientos, la emergencia de zoonosis, la promocién de la educacién sanitaria, la implementacién de
medidas de control de vectores, la mejora de higiene y seguridad alimentaria.

Este libro es sin duda una obra imprescindible para los amantes de la parasitologia y nos recuerda con
elegancia y rigor cientificos que la salud no es algo aislado. Existe una Gnica salud (One Health)
que engloba a la salud humana, animal y la de los ecosistemas: la salud de nuestro planeta.



CONCURSO DE FOTOGRAFIA
XXIT CONGRESO SOCEPA
2024

Los ganadores de los premios fueron ex aequo:

olores Molina Ferndndez, Pedro Garcia Olmedo, Jessica Carreira de Paula y Luis
Miguel de Pablos Torré bajo el pseudénimo “Cazadores de tripanosomas”, con la
fotografia titulada “Imagen pseudocoloreada de microscopia electrénica de barrido
de biofilms in vitro de Lotmaria passim” y Daniel Bravo Barriga y Mikel Alexander Gonzdlez
de Heredia bajo el pseudénimo “El observador”, con la fotografia titulada “Miradas mirantes”.



PREMIO A LA MEJOR FOTOGRAFIA

(XXl Congreso de la Sociedad Espafiola de Parasitologia, Sevilla, septiembre de 2024)

Titulo: Imagen pseudocoloreada de microscopia electrénica de barrido de biofilms in vitro de Lotmaria passim.
Autores: Dolores Molina Ferndndez, Pedro Garcia Olmedo, Jessica Carreira de Paula y Luis Miguel de Pablos Torré

Pseudénimo: Cazadores de tripanosomas.



PREMIO A LA MEJOR FOTOGRAFIA

(XX1I Congreso de la Sociedad Espafiola de Parasitologia, Sevilla, septiembre de 2024)

Titulo: Miradas mirantes.
Autores: Daniel Bravo Barriga y Mikel Alexander Gonzdlez de Heredia.

Pseudénimo: El observador.
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