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SINTESIS

Angiostrongylus cantonensis se evidencia en humanos por primera vez en la Republica
del Ecuador en 2008 y desde entonces se han notificado brotes y casos aislados.
Especificamente en la provincia Napo, estudios previos mostraron una alta tasa de
infeccion de caracoles por A. cantonensis. Sobre la base de estos antecedentes, se llevd
a cabo una investigacion con disefio mixto prospectivo, entre 2017 y 2019, que incluyo
tres estudios: determinacion de la prevalencia e intensidad promedio de infeccion por A.
cantonensis en Lissachatina fulica de tres cantones de la provincia Napo (Tena,
Archidona y Arosemena Tola), la realizacion de estudios moleculares que permitio
dilucidar las relaciones filogenéticas del parésito circulante en once provincias del pais
y la evaluacion de los conocimientos de los médicos de atencion primaria sobre la
angiostrongiliasis, en tres cantones de la provincia Napo, antes y después de una
intervencion educativa. Se demostro un alto porcentanje y elevada intensidad promedio
de la infeccion por A. cantonensis de L. fulica en las localidades de los tres cantones de
la provincia estudiada. Las secuencias nucleétidicas obtenidas a partir de adultos de A.
cantonensis de origen ecuatoriano se agruparon en un solo clado y comparten un
ancestro comun reciente con los haplotipos ac5 de Brasil y Japon y ac8 de Brasil. Se
evidencié que medicos que prestan servicio en la atencion primaria de salud mostraban
marcadas deficiencias cognoscitivas, perceptuales y conductuales en relacion con esta
parasitosis y se comprobd el impacto positivo de una intervencion educativa en la
atenuacion de las dificultades encontradas. Los resultados obtenidos aportan nuevas
evidencias para el control integrado de esta parasitosis, lo cual contribuird a un mejor
conocimiento de esta entidad en la Republica del Ecuador.
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1. INTRODUCCION

1.1. Introduccion

Angiostrongylus cantonensis se describe por primera vez en ratas en Guangzhou
(Cantdn), China, en 1935 (1). Este nematodo también infecta a los humanos y es la
principal causa de meningoencefalitis eosinofilica, enfermedad infecciosa del Sistema
Nervioso Central (SNC). La enfermedad producida por A. cantonensis, denominada
angiostrongiliasis, se caracteriza, entre otros aspectos, por un incremento en la

proporcion de eosinofilos en sangre periférica y en el liquido cefalorraquideo (LCR) (2).

El parasito tiene un ciclo de vida complejo. Las ratas son consideradas hospederos
definitivos y diseminan la infeccion al medio circundante a través de las heces. El
hombre, hospedero accidental, se infecta por la ingestion de larvas de tercer estadio (L3)
que se encuentran en caracoles crudos o mal cocidos tales como, Lissachatina spp. y
Pomacea spp. y también en babosas, que constituyen los hospederos intermediarios del
parasito. Ademas, pueden ser vias de infeccion el agua dulce, ranas y peces previamente
infectados (3).

La angiostrongiliasis se informa en diversas regiones del mundo, con una frecuencia
cada vez mayor en China y Tailandia, por lo que se considera una enfermedad endémica
en esas regiones (4). A partir de la primera notificacion de infeccion humana por A.
cantonensis en Taiwan en 1945 (5), se registran brotes importantes en diferentes areas
geograficas, algunas consideradas endémicas. Ademas, se han documentado miles de
casos de angiostrongiliasis humana a nivel mundial (4), lo que constituye una amenaza
no solo para las personas que viven en zonas endémicas, sino también para las que

visitan estas regiones.

Angiostrongylus cantonensis es la causa mas frecuente de meningitis eosinofilica en el
sur de Asia y en algunas islas del Pacifico y del Caribe (6), con mayores registros en
areas tropicales y subtropicales del sudeste asiatico y Cuenca del Pacifico (7). El



Introduccion

parasito es endémico, ademas en Australia (8), Sudeste de Estados Unidos (9), Egipto
(10), Nigeria, Costa de Marfil Sudafrica (11) y Sudamérica, Brasil (12), Republica del
Ecuador (13), recientemente en Colombia (14) y Mallorca (15), Canarias (16) y
Valencia (17) en Espaiia.

En el hemisferio occidental, la presencia del parasito se notifica, por primera vez, en
Cuba en el afio 1981, por lo que se fija esa fecha como el inicio de la enfermedad en
esta area geografica, aunque existen evidencias de que se encontraba en la isla desde
afios anteriores (18).

Este parasito atrae cada vez mas la atencion como consecuencia de los brotes de
meningoencefalitis eosinofilica que produce, asi como del nimero creciente de casos
esporéadicos, fundamentalmente viajeros que regresan a Europa procedentes de regiones
endémicas (5). En muchas areas geograficas, las poblaciones humanas invaden nuevos
entornos y las condiciones socioecondmicas no permiten una atencion médica adecuada,
en consecuencia, muchos casos posibles de angiostrongiliasis podrian no ser notificados
(19).

En Brasil en 2007, por primera vez, se identificaron en moluscos larvas de A.
cantonensis (12). Otros estudios muestran una expansion geografica del parasito en
hospederos intermediarios y definitivos, asi como de casos de la enfermedad en
Norteamérica (20). Méas tarde, en Guayana, se comunica un caso de meningitis
eosinofilica, complicado por mielitis transversa, causada por A. cantonensis en un nifio

brasilero de 10 afios que habia viajado a Surinam (21).

En este sentido, es importante que el personal de salud en funciones conozca la
enfermedad por lo que se hace necesario preparar programas de educacion médica
continua relacionados con esta parasitosis, con la finalidad de que el personal esté
mejor capacitados en el abordaje integral de la enfermedad incluyendo el diagndstico
diferencial con otras parasitosis y la prevencién y el control de la misma, pues el
desconocimiento de estos aspectos es un problema critico que repercute en el adecuado

manejo de los pacientes (22), (23).

En la ultima década, se ha sustentado la importancia de la caracterizacion genética la
cual es muy util en la identificacion de parasitos patdgenos, asi como para el control de
la propagacion de las enfermedades (24). Por su parte, el analisis filogenético es Util en

la identificacion del parésito y en el estudio de la evolucion y distribucion de A.

2
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cantonensis basado en genes mitocondriales y ribosomales. Para el efecto se han
empleado tanto marcadores nucleares como el gen de la proteina 66 kDa, las secuencias
de la region especifica de espaciadores internos de la transcripcion, del inglés, internal
transcribed spacer (ITS) y el gen del ARN ribosémico de la subunidad pequefia (ARNr
SSU), asi como mitocondriales tales como el gen que codifica la citocromo oxidasa

subunidad 1 (col) y el gen que codifica la citocromo B, del inglés, cythocrome B (cyt B).

En el afio 2008, este parésito se evidencia en humanos, por primera vez, en la Republica
del Ecuador. Desde entonces, se notifican brotes de los cuales se han informado un total
de 50 enfermos y casos aislados que han sido comunicados al Ministerio de Salud
Publica (MSP), la mayoria con sospecha clinica-epidemiolégica de la enfermedad y un

caso confirmado por necropsia (13), (25).

En la Republica del Ecuador, en el Centro de Referencia Nacional de Parasitologia del
Instituto Nacional de Salud Publica e Investigacion Leopoldo lzquieta Pérez (CRN
Parasitologia-INSPI “LIP”) se realizan investigaciones dirigidas principalmente al
estudio de caracoles de varias regiones del pais, mostrando tasas muy altas de infeccion
por A. cantonensis de 27,16% (26) y 30,0% (datos INSPI no publicados, afio 2016) en la
provincia Napo. Sin embargo, aln se conoce poco sobre la prevalencia real de infeccion
de A. cantonensis en hospederos intermediarios, no se conoce la variabilidad genética
del parasito, ni sus relaciones genéticas y evolutivas, y se desconoce también sobre los

conocimientos que tiene el personal médico sobre la enfermedad.

Teniendo en cuenta lo anterior, se propuso realizar la presente investigacion con el
propdsito de estimar la prevalencia e intensidad de la infeccion por A. cantonensis de
Lissachatina fulica en tres cantones de la provincia Napo (Tena, Archidona y
Arosemena Tola) y realizar estudios moleculares que permitan dilucidar las relaciones
filogenéticas del parésito circulante en once provincias del pais. Ademas, se exploro el
nivel de conocimiento de los médicos relacionados con el diagndstico, tratamiento y
control de la angiostrongiliasis en la Republica del Ecuador con la aplicacion de una
encuesta sobre conocimientos, percepciones y practicas (CPP) con relacion a esta
parasitosis. Esta estuvo dirigida a profesionales de atencion primaria de los tres
cantones de la provincia Napo antes referidos. Con posterioridad, se realizaron un grupo

de acciones tipo intervencion educativa, con el proposito de atenuar las deficiencias
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encontradas. Todo lo anterior podria contribuir al mejor conocimiento de esta entidad en

la Republica del Ecuador, lo que a su vez tributaria al mejor control de la enfermedad.

1.2. Hipotesis

La alta prevalencia de caracoles infectados por 4. cantonensis y las brechas en el
conocimiento de la angiostrongiliasis en los profesionales de atencion primaria de salud,
sumado a la ausencia de estudios genéticos del parasito, constituyen una problematica a
investigar para la mejora de las competencias del personal de salud en la provincia

Napo, Republica del Ecuador.

1.3. Objetivo general

Contribuir al conocimiento de la angiostrongiliasis en tres cantones de la provincia

Napo, Republica del Ecuador.

1.3.1. Objetivos especificos

1. Estimar la prevalencia y la intensidad promedio de infeccion por A.
cantonensis en L. fulica de tres cantones de la provincia Napo, Republica del
Ecuador.

2.  Establecer las relaciones filogenéticas entre los aislamientos del parasito de
Napo, de otras provincias ecuatorianas y de otros paises del mundo.

3. Evaluar los conocimientos de los médicos de atencion primaria sobre la
angiostrongiliasis, en tres cantones de la provincia Napo, antes y después de

una intervencion educativa.

1.4. Novedad Cientifica

1. Se demostré una alta prevalencia y una elevada intensidad promedio de
infeccion por A. cantonensis en L. fulica de tres cantones de la provincia Napo,

lo que podria condicionar un alto riesgo de infeccién en la poblacion.

2. El analisis filogenético, realizado por primera vez en la Republica del Ecuador,
evidencio que los aislamientos del parésito de once regiones diferentes del pais
se agrupan en un mismo clado, diferente a los aislados de otras regiones del

mundo. Esta ausencia de variabilidad genética entre los aislamientos
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ecuatorianos podria indicar la reciente introduccion del parasito en el pais.
Ademas, se determino que las secuencias provenientes de aislamientos de origen
ecuatoriano comparten un ancestro comdn reciente con los haplotipos ac5 Brasil

y Japon y ac8 de Brasil.

3. Se evidencio que médicos que prestan servicios en la atencion primaria de salud
mostraban marcadas deficiencias cognoscitivas, perceptuales y conductuales en
relacion con esta parasitosis y se comprobd el efecto positivo de una

intervencién educativa en la atenuacion de las dificultades encontradas.

1.5. Valor teérico - practico

1. El conocimiento del alto porcentaje e intensidad de infeccion por A. cantonensis
de A. fulica en los tres cantones estudiados, teniendo en cuenta el alto riesgo de
infeccion de la poblacién por el consumo y manipulacion de caracoles crudos,
constituye una alerta a las autoridades de salud.

2. La introduccion de métodos moleculares (PCR-COI y secuenciacion)
permitieron la caracterizacion molecular y el analisis filogenético de A.
cantonensis en el laboratorio de Parasitologia del INSPI de la Republica del
Ecuador.

3. Las nuevas secuencias obtenidas y publicadas en el banco de genes constituyen
herramientas de trabajo para especialistas dedicados al estudio de las relaciones
filogenéticas.

4. La metodologia empleada que lleva implicita el disefio y aplicacion de una
encuesta sobre CPP en relacion a la angiostrongiliasis a profesionales de
atencion primaria en tres cantones de la provincia Napo, antes y después de una
intervencion educativa, constituye una herramienta Gtil que podria emplearse en

el resto del pais.
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Il. MARCO TEORICO

Angiostrongylus cantonensis, es la causa mas frecuente de meningitis eosinofilica de
etiologia parasitaria. También puede causar encefalitis, encefalomielitis y rara vez
angiostrongiliasis ocular. Mas de 20 especies de Angiostrongylus se describen en todo el
mundo (27), pero sélo A. cantonensis se ha confirmado que causa afectacion del sistema

nervioso central (SNC) en humanos (2).

2.1. Clasificacion y diversidad

De las 20 especies del género Angiostrongylus, las que provocan enfermedades en los
humanos son: A. costaricensis y A. cantonensis. La primera especie es causa de
angiostrongiliasis abdominal. A partir de la descripcién de esta especie en 1971 en
Costa Rica, se ha informado también su presencia en la region del sur de los Estados
Unidos y en la mayoria de los paises de América Latina y varias islas del Caribe (28).
En cambio, Angiostrongylus cantonensis es causa de meningitis eosinofilica y
angiostrongiliasis ocular, y se ha extendido rapidamente en varias regiones del mundo
(13).

Angiostrongylus cantonensis es un nematodo (phylum Nematoda) de la superfamilia
Metastrongyloidea, familia Angiostrongylidae (27), que se describe por primera vez en
ratas (Rattus rattus y Rattus norvegicus) en 1935 en China (1). Inicialmente, se ubico en
el género Pulmonema, como Pulmonema cantonensis; sin embargo, méas tarde en 1937
se describe la misma especie como Haemostrongylus ratti (29). En 1946, este género

comienza a nombrarse como Angiostrongylus y la especie como cantonensis (30).

En 1986, Ubelaker notifica que los nematodos estrongilidos ubicados a menudo en el
género Angiostrongylus son heterogéneos y que las caracteristicas de la bursa masculina
y la identificaciébn de los hospederos definitivos donde se localizan permiten la

agrupacion de este nematodo en cinco géneros distintos (31).
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e Angiostrongylus: se encuentra en carnivoros. Ejemplo: perros, zorros, gatos.
e Parastrongylus: roedores. Ejemplo: ratones, ratas.

e Angiocaulus: mustélidos. Ejemplo: martas

e Stefanskostrongylus: insectivoros. Ejemplo: musarafias

e Gallegostrongylus: roedores. Ejemplo: jerbo

Angiostrongylus cantonensis, cuyo hospedero definitivo son las ratas, se transfiere al
género Parastrongylus, convirtiéndose en Parastrongylus cantonensis. Esta
clasificacion no es adoptada en su totalidad (32), (33) y aun se conoce mayormente

como A. cantonensis.

2.2. Morfologia e identificacion

Angiostrongylus cantonensis es un nematodo delgado. El adulto mide de 1,5 cm a 3 cm
de longitud y se aloja en las arterias pulmonares de los hospederos definitivos. Posee
una cuticula con estriaciones transversas. Los o6rganos sexuales de la hembra de color

blanco entrecruzados con el intestino de color rojizo asemejan a un “aviso de barberia”
(1), (13).

Las larvas de estadio 1 (L1) miden en promedio 0,3 mm de largo y 0,015 mm de ancho,
las larvas de estadio 2 (L2) miden alrededor de 0,45 por 0,03 mm, muy similar a las L3,
pero son mas delgadas y para las larvas de estadio 4 (L4) se informan medidas de 1,0
por 0,4 mm. Los subadultos recién mudados llegan a 2 mm por 0,06 mm y crecen
alrededor de 12 mm las hembras y 11 mm los machos antes de abandonar el cerebro de
la rata. Posteriormente, migran hacia las arterias pulmonares donde maduran y alcanzan
tamafno de 35 por 0,6 mm para las hembras y 25 por 0,4 mm para los machos (7)
(Figura 1).

Los géneros y subgéneros pueden distinguirse en base a la apariencia de la bursa caudal
que poseen los machos adultos y que utilizan durante el apareamiento con la hembra.
Esta constituye una de las formas de identificacion mas utilizada puesto que las especies

poseen pocos caracteres que permiten la diferenciacion (31).



Marco tedrico

Figura 1. Diferentes etapas en el desarrollo de Angiostrongylus cantonensis.

A. L1, cinco dias post-infeccion, en arteria pulmonar de rata. B. L2, noveno dia post-infeccion
en membrana paleal del caracol. C. L3, décimo quinto dia post-infeccién en membrana paleal
del caracol. D. L4/L5 de Angiostrongylus cantonensis en el 16bulo izquierdo del cerebro. de
Rattus norvegicus a los 22 dias post-infeccion. E. Adultos hembras y machos extraidos de
arteria pulmonar de rata infectada en el laboratorio a los 32 dias post-infecciéon. F. Huevos
(70x45 micras) de A. cantonensis en una arteria pulmonar de rata. La flecha indica el parasito.

Fuente: Fotos tomadas por investigadores del laboratorio de Parasitologia del INSPI, periodo
2013-2019, Republica del Ecuador.
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2.3. Ciclo de vida

El ciclo de vida de este parasito requiere de hospederos definitivos e intermediarios. Se
conoce que las ratas son los hospederos definitivos de A. cantonensis. Después de la
ingestion de las L3, estas migran al SNC donde maduran a un estado de L4,
posteriormente experimentan una muda mas y se convierten en L5 o gusanos jovenes
adultos. Transcurren aproximadamente 35 dias desde que las L3 entran a la rata hasta
que los gusanos adultos estan listos para reproducirse. Cuando alcanzan la madurez
sexual, ponen sus huevos en las arterias pulmonares, estos se convierten en L1 que
migran al arbol bronquial y son deglutidas y excretadas en las heces (13), (34). Las
heces con larvas son ingeridas por caracoles que actlan como hospederos
intermediarios, progresan a la fase L3 (larva infecciosa para el hospedero definitivo y
accidental) y pasan a los hospederos transportadores (paraténicos), como camarones,
cangrejos de rio, ranas, reptiles, cangrejos, planarias, peces, cuando estos ingieren los
hospederos intermediarios infectados (35), (36), (37). Los humanos son hospederos
accidentales al ingerir hospederos intermediarios o transportadores que contienen larvas
infectivas. En el hombre el parasito no completa el ciclo de vida , sino que permanece
en el SNC, lo que origina una meningitis eosinofilica (2) o puede instalarse en
diferentes partes del ojo (camara anterior, humor vitreo (38) y cdrnea (39), produciendo

una angiostrongiliasis ocular (5) (Figura 2).

Los humanos son A \I La infeccidn
hospedadores | | puede resultaren
accidentales y no ¢ una meningitis

transmiten E_ / eosinofilica Los huevos son
incubados en los

A cantonensis. N tx
] vl 1
. - pulmones, y las larvas
T T ] ala
- primarias pasan a las
.'(/ \'. heces de los roedores
)
)

Las larvas terciarias son
ingeridas por las ratas

Las larvas primarias infectan a
los caracoles y a las babosas

Los caracoles y las babosas son hospedadores intermediarios.
Después de 2 mudas, las larvas alcanzan el tercer estadio de infeccidn

Figura 2. Ciclo de vida de Angiostrongylus cantonensis.

Fuente: Boletin "Enfermedades reemergentes”". Perlas: Meningitis eosinofilica |I:
Angiostrongylus cantonensis, 2010: http://www.madrid.org/cs/
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2.4. Epidemiologia de la infeccion por Angiostrongylus cantonensis

La infeccion por A. cantonensis despierta un interés creciente en la comunidad cientifica
producto de los brotes de meningoencefalitis eosinofilica que causa y que tienen lugar
en diversos lugares del mundo, asi como por la notificacion de casos esporadicos en
viajeros occidentales, en los ultimos afios. Para el afio 2017, se notificaron casi un total
de 3000 casos, la mayoria en el sur de China (40), pero el parasito continua

propagéndose por lo que actualmente presenta una distribucion més amplia (41).

Se informa una alta incidencia de angiostrongiliasis humana en Tailandia y un gran
numero de brotes han sido informados en China continental (42). En la medida en que
las areas endémicas y los viajes internacionales se incrementan, existe una tendencia en
la cual un mayor nimero de viajeros occidentales que retornan de areas endémicas se
notifican, a su arribo, con infeccién por A. cantonensis (5). La mayor parte de los casos
se diagnostican en el sudeste de Asia y la Cuenca del Pacifico, aunque también se
encuentran en Australia, algunas zonas de Africa, el Caribe y Estados Unidos (Florida,
Texas, Louisiana y Hawaii) (40), (43), (44), (45). La epidemiologia de la meningitis
eosinofilica producida por A. cantonensis implica a humanos, vertebrados
poiquilotermos y homeotermos, e invertebrados, asi como a componentes ambientales;
por tanto, el enfoque de "Una sola salud" es muy apropiado para buscar una
comprension holistica de su transmision y de la enfermedad. En los ecosistemas
invadidos, las ratas y los caracoles son la principal fuente de datos para la cartografia de
la distribucion, aunque los hospedadores accidentales y paraténicos también pueden

servir de centinelas para la deteccidn de A. cantonensis (46).

2.5. Principales fuentes de infeccién humana

El hombre contrae la infeccién por el consumo de hospederos intermediarios o
transportadores crudos o mal cocidos. La fuente principal varia segin la ubicacion
geografica y las costumbres dietéticas. Por ejemplo, en China los principales vectores
son Pomacea canaliculata y L. fulica (5). Alrededor de 1800, pero principalmente desde
principios y mediados del siglo XX. L. fulica fue introducido a los trdpicos y
subtrépicos y ha sido considerada la plaga mas importante de caracoles en esas
regiones. En Brasil, especimenes, probablemente traidos de Indonesia fueron
introducidos con fines comerciales en el estado de Parana en la década de 1980.

Lissachatina fulica ahora esta muy extendida en al menos 23 de los 26 estados

10



Marco tedrico

brasilefios y en el Distrito Federal (47) y fue reportado por primera vez en Argentina, en

la ciudad de Puerto Iguazu, provincia de Misiones, Argentina en 2010 (48).

Pomacea canaliculata reemplaza a L. fulica como el principal hospedero intermediario
de infeccidn en Taiwan y China. En Tailandia, la principal via de infeccion esta dada
por el habito de comer caracoles crudos o poco cocidos (49), (50). Una via ocasional
constituye el consumo de vegetales contaminados con L3, como se notifican en Jamaica
y Taiwan (51), (52). Ambos actian como hospederos intermediarios del nematodo y
como vehiculos de transmision de la enfermedad a humanos (53). Sin embargo, estudios
experimentales han mostrado que con L. fulica se alcanza mayores porcentajes de
infeccion que con Pomacea spp. (54). Investigaciones en el terreno han arrojado
resultados similares mostrando valores de porcentaje de infeccion de L. fulica/ P.
canaliculata de 21,6% vs 7,6% (55), 22,62 % vs 3,08% (56), 16,5% vs 5,09% (57) y
22,62% vs 12,36% (58).

En Republica del Ecuador, se identifican como hospederos intermediarios del parésito a
caracoles dulceacuicolas Pomacea spp., nativos del pais. También se identifican otros
caracoles terrestres importados tales como L. fulica procedentes de Africa (13), (59)
(Figura 3). De igual manera, se han encontrado por Martini y colaboradores en 2012, un
porcentaje de infeccion mayor para L. fulica de 15,11%, 123/814, mientras que en
Pomacea spp. han sido de 6,06%, 28/463 (60). En otro trabajo similar, también en
Ecuador, Muzzio y colaboradores en el afio 2014 encontraron 10,08% (481/4380) de L.
fulica infectados versus 2,58% (57/2209) de Pomacea spp. (datos no publicados). La
introduccién de moluscos no nativos juega un rol muy importante en la transmisién de
A cantonensis (12). Segun informes del Gobierno, estos caracoles habian sido traidos a
mediados de los afios 90 al pais, con fines comerciales. Los criaderos de caracoles se
construyeron en algunos valles de la sierra ecuatoriana, que ofrecian una temperatura
ideal entre 17 °C y 25 °C (61). Sin embargo, su crianza no proporciond los réditos
econdémicos esperados, inevitablemente, la mayoria de los criaderos quedaron
abandonados Yy los caracoles fueron liberados al medio ambiente. El resultado fue una
infestacion generalizada de areas urbanas y rurales en casi todas las provincias del pais
(62). Probablemente, L. fulica fue el vector que introdujo al pais A. cantonensis, al igual

que sucedio en Brasil (22) y en China (63).
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B.

Figura 3. Principales hospederos intermediarios de Angiostrongylus cantonensis en la
Republica del Ecuador.

A. Caracol africano (Lissachatina fulica), B. Pomacea canaliculata

Fuente: Soldérzano y colaboradores, 2014 (13) y Correoso y colaboradores, 2015 (60),
respectivamente.

2.6. Factores de riesgo de la infeccion por Angiostrongylus cantonensis

Entre los factores de riesgo principales se destaca el consumo de caracoles y babosas
crudos o poco cocidos que contienen L3 a lo que se le suma la ingestion de hospederos
paraténicos también crudos o mal cocidos como el camaron de agua dulce o gambas,
cangrejos y ranas (34). En individuos nativos de Australia, asi como en viajeros que
regresan de Jamaica, la ingestion de verduras contaminadas con L3 se considera causa
de infeccion por Angiostrongylus. Por otra parte, pequefios caracoles o partes de
caracoles infectados, accidentalmente ingeridos con diversos alimentos frescos
constituyen otra via de infeccion. De igual manera, los nifios que juegan en areas
contaminadas tienen mayor riesgo de infeccion (51). Un brote reciente en Brasil se
relaciona a practicas religiosas, que incluye el consumo de moluscos crudos (64).
Ademas, en la literatura cientifica se informa que el consumo de alimentos y agua
contaminados, pueden ser vehiculos de transmision de larvas infectantes. Con el fin de
limitar la aparicion de posibles focos de transmision en areas endémicas, debe
efectuarse el control y monitoreo de hospedadores intermediarios y definitivos (65).
Estudios realizados en Brasil evidencian esta parasitosis como un problema de salud
publica. En este sentido, es necesario que los médicos de atencion conozcan
adecuadamente la epidemiologia y clinica de la enfermedad, para garantizar el adecuado

manejo y control (65).

12



Marco tedrico

2.7. Hospederos definitivos

Rattus norvegicus (Figura 4), conocido como el hospedero definitivo de A. cantonensis,
de la familia Muridae, Orden Rodentia, Clase Mammalia, Phylum Vertebrata, es un
roedor omnivoro y oportunista terrestre, de color gris o marron. Los adultos pesan entre
230-550 g con una longitud corporal de 190-265 mm y una longitud de cola de 160 a
205 mm. La forma albina se usa en los laboratorios y se crian como mascotas (66).
Ademas de la especie mencionada, existen otros hospederos definitivos como R. rattus,
que se presume que llegaron a la Republica del Ecuador en los barcos de los
conquistadores espafioles entre los siglos XVI o XVII (67). En 2001, la Unién
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza clasifica a R. rattus (Figura 4), entre
las 100 especies invasoras mas dafinas del mundo (68). La dispersion de A. cantonensis
en Asia meridional es probablemente consecuencia del transporte de ratas infectadas en
barcos y aviones, al aumento de la migracién de poblaciones humanas y a operaciones
militares en las areas endémicas, asi como a la propagacion de algunas especies de

caracoles en diferentes partes del mundo (69).

|

Figura 4. Hospederos definitivos de Angiostrongylus cantonensis, post-morten.
A. Rattus rattus, B. Rattus norvegivus

Fuente: Fotos tomadas del libro Angiostrongylus cantonensis. Emergencia en América, de
Martini y Dorta, 2016. Descripcion del primer foco de transmision natural de A. cantonensis en
Ecuador, paginas 209-220
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2.8. Situacion mundial de la angiostrongiliasis

La meningoencefalitis eosinofilica humana, causada por A. cantonensis, ocurre tanto en
forma epidémica como esporadica en muchas areas del Pacifico Sur, el Sudeste Asiatico
y Taiwéan (52). A medida que se comprende mejor la epidemiologia, se han informado
otros casos en Australia (8), Cuba (18), Republica del Ecuador (70), Brasil (12), Puerto
Rico (71), Madagascar (72) y Africa continental (73). La infeccion humana es rara en

los Estados Unidos continentales (74).

Con la introduccion del caracol nativo de Sudamérica P. canaliculata en Taiwan y en
China en los afios ochenta se produce el reemplazo de L. fulica como principal
hospedero intermediario y se convierte en la principal fuente de infeccién humana en
estas regiones. La ingestion de caracoles (Pila spp.) crudos o poco cocidos es la
principal via de infeccion en Tailandia, mientras en la India y Sri Lanka lo es el

consumo de reptiles (75).

En 1981 Aguiar y colaboradores informan la presencia de A. cantonensis en Cuba, lo
que constituye la primera notificacion en el continente americano (18). Posteriormente,
se comunica la aparicién de brotes en la Ciudad de Villa Clara (76) y en varias

comunidades rurales del pais (77).

En Puerto Rico en 1986, se informa la presencia del parasito en R. rattus y R.
norvegicus, asi como, en dos especies de caracoles Subulina octona y Aquebana belutin
(71). Més tarde, en 1987 en Nueva Orleans, Louisiana, se comunica la presencia de A.
cantonensis, 20/94 (21,40%) R. norvegicus capturadas estaban infectadas, lo que
constituye la primera notificacion en América del Norte. En el mismo estudio se
comprueba experimentalmente que un caracol carnivoro, Euglandina rosea, actiia como
hospedero intermediario y paraténico. Otros gasteropodos de origen local que de forma
experimental se infectan con éxito, incluyen: Mesodon thyroidus, Anguispira alternata,
Bradybaena similaris, S. octona, Polygyra triodontoides, Vaginulusa meghini,

Philomycus carolinianus, Derocera slaeve, Limaxflavus y Lehmannia poirieri (78).

También en Miami, Florida, se informa la presencia de A. cantonensis en humanos, en

animales de vida salvaje, domésticos y en primates no humanos (79), (44) (32), (80).

En Republica Dominicana en 1992, se notifica la presencia del parasito en R.

norvegicus y en el caracol terrestre S. octona (81). Luego en Jamaica, 2002 en R.
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norvegicus y R. rattus, asi como en caracoles Thelidomu asper, Orthalicus jamaicensi y

Dentellaria sloaneana (82), y en Haiti en 2003, en R. norvegicus y R. rattus (83).

En Brasil en 2007, se sefiala a A. cantonensis como el agente etiolégico de tres casos de
meningitis eosinofilica, encontrandose también en especies de caracoles tales como,
Sarasinula marginata, S. octona, L. fulica y B. similares (12). Més tarde en el afio 2013,
en el Amazonas brasilefio se confirma la infeccién natural de caracoles y roedores con
A. cantonensis. Esto fue realizado mediante analisis morfolégicos y morfométricos de
adultos y larvas por microscopia Optica, microscopia electronica de barrido y secuencias

moleculares de col (84).

En el nordeste de Brasil en 2019 se notifica infeccién por A. cantonensis en tres
especies de caracoles: L. fulica, Bulimulus tenuissimus y Cyclodontina fasciata. Estas
dos ultimas especies se informan por primera vez como hospederos intermediarios del

parasito (85).

En las Islas Canarias, en Espafia se comunica la presencia del parasito en el afio 2010
con una prevalencia de 20,0%. Segun el analisis morfolégico y molecular, con
secuencias ITS y un fragmento de las secuencias de nucle6tidos del ARNr SSU, se
confirma la presencia de A. cantonensis en R. rattus (33). En 2015 se sefiala el papel
que desempefian la babosa Plutonia lamarckii y los caracoles Cornu aspersum y Theba
pisana, como hospederos intermediarios de A. cantonensis en Tenerife. La
identificacion se baso en las caracteristicas morfoldgicas y en el analisis de los acidos
nucleicos mediante amplificacion isotérmica mediada por asa (LAMP, del inglés, loop
mediated isothermal amplification (86). En octubre de 2018, en dos erizos (Atelerix
algirus) provenientes de Mallorca (islas Baleares, Espafia) se identificaron nematodos
que se confirman como A. cantonensis con la utilizacién de herramientas moleculares
(15).

En los Estados Unidos, region del Golfo de México en 2013, la deteccion de A.
cantonensis en P. maculata y L. fulica en Louisiana y Florida respectivamente, indica
que los moluscos no nativos sirven como reservorios, lo que facilita que A. cantonensis

se expanda a otros estados (87).

En Hawaii en 2014, el cribado molecular de siete especies de gasteropodos nativas y 30
no nativas revelan la presencia del parasito en 16 especies (2 nativas, 14 no nativas).

Cuatro de las especies probadas son hospederos registrados, dos especies introducidas
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Oxychilusalliarius y Cyclotropi ssp.) y dos nativas (Philonesia sp. y Tornatellide ssp.)
(53).

En Oklahoma (EUA) en 2015, mediante el analisis por reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real (QPCR, del inglés, real time polimerase chain reaction) y la
secuenciacion de acido desoxirribonucleico (ADN), se encuentra evidencia de la
presencia de A. cantonensis en una especie de rata denominada Sigmodon hispidus en la
que no se habia identificado previamente el pardsito. Los resultados indican una
expansion geografica de este pardsito de importancia medica y ecologicamente

relevante en America del Norte (88).

Recientemente, en 2019, en Guadalupe, Antillas menores se notifica 32,40% de L.
fulica, infectados por A. cantonensis, segun la técnica de gPCR (89). Estudios previos
en la isla de Granada informan 23,40% (90) y 35,20% (91) de R. norvegicus infectadas

por este parasito.

Ademas, en el afio 2019, se confirma la presencia de A. cantonensis en el tejido
pulmonar de especimenes de L. fulica, recolectados en la Ciudad de Buenaventura,
Valle del Cauca, Colombia mediante andlisis histoldgico (89,0%), reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, del inglés, polimerase chain reaction) convencional (95,0%) y
gPCR (100%) (14).

En la figura 5 se muestran los principales paises donde se notifican infecciones por A.

cantonensis.
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Figura 5. Distribucion geografica de angiostrongiliasis cerebral producida por
Angiostrongylus cantonensis.

W Paises con regiones endémicas (casos humanos o reservorios animales), e Casos
esporéadicos de infeccion humana por A. cantonensis, A Brotes de infeccién humana por
A. cantonensis, Sin informacidn o regiones no endémicas

Fuente: Mapa realizado por Zimmermann del Departamento de Microbiologia Médica del
Centro Médico Universitario de Amsterdam, adaptado por Wang y colaboradores (4) y Barrat y
colaboradores (34).

2.9. Situacion de la angiostrongiliasis en la Republica del Ecuador

En los meses de marzo y abril de 2008, se notificaron en dos hospitales de la Ciudad de
Guayaquil, pacientes con manifestaciones clinicas variadas con predominio de dolor
abdominal, nauseas y vomitos severos, constipacion intestinal, mialgias, astenia, signos
y sintomas neuroldgicos que incluian cefalea y alteraciones visuales. Dichos pacientes
tenian el antecedente de ingestion de caracoles crudos. El seguimiento de estos casos
revel6 una evolucién con eosinofilia tanto en sangre periférica como en LCR (13),
A partir de ese momento, las autoridades locales dispusieron que el Subproceso de
Parasitologia del Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical “Leopoldo Izquieta
Pérez”, actualmente llamado Instituto de Investigacion y Salud Publica (INSPI), iniciara

una investigacion epidemioldgica y parasitoldgica en el sitio de donde provenian los
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pacientes hospitalizados en provincia de Los Rios, cantdon Ventanas, recinto la Ercilia.
Como resultado, se capturaron siete ratas, cuyo sistema cardiopulmonar se disectd en
busca de parasitos, recuperandose gusanos adultos de la arteria pulmonar de dos
ejemplares, y ademas, se identificaron larvas en hospederos intermediarios. Este
constituyo el primer registro de A. cantonensis en la Republica del Ecuador (62). En
relacion a la infeccion en humanos, hasta el afio 2009 se informan siete brotes en varias
provincias del pais, que afectaron a 19 adultos y 7 nifios (70). Posteriormente, se
realizan estudios sobre la presencia del parasito en hospederos definitivos e
intermediarios en varias provincias, con la finalidad de describir la situacion en relacion
a esta parasitosis y se encuentra que de 2013 a 2017, 77/211 (36,49%) y 441/2908

caracoles (15,16%) estaban infectados con A. cantonensis (26).

Segun notificaciones nacionales el nimero de casos incrementa con el tiempo, por lo
que se sugiere la implementacion de métodos inmunoldgicos y moleculares que apoyen
el diagnostico de esta entidad (13), (92).

Angiostrongylus cantonensis, la causa mas frecuente de meningoencefalitis eosinofilica
en el hombre, constituye un problema de salud puablica en la Republica del Ecuador.
Esta parasitosis se considera emergente con aparicion de brotes y casos esporadicos,
algunos con desenlaces fatales (93).

2.10. Manifestaciones clinicas y patogenia

Una vez que el hombre ingiere la L3, esta invade el tejido intestinal, causando una
enteritis, antes de pasar por el higado. En su paso por los pulmones, el paciente
desarrolla sintomas como tos, rinorrea, dolor de garganta, ademas de malestar general y

fiebre. El paréasito tiene un especial tropismo por el SNC (94).

La encefalitis/encefalomielitis causada por A. cantonensis es una enfermedad grave que
se caracteriza por cambios en el estado mental que incluyen coma y signos neurolégicos
focales. Los pacientes con frecuencia desarrollan meningitis eosinofilica y/o un
sindrome de dolor abdominal transitorio que evoluciona con trastornos sensoriales y
motores de las piernas, con dolor, debilidad, ausencia de reflejos, disfuncion
intestinal/vesical, hipertension labil, coma y, en casos graves puede provocar la muerte
(95).
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Las manifestaciones neuroldgicas de la infeccion por A. cantonensis incluyen ademas,

radiculitis, anomalias de los nervios craneales y ataxia (6).

La presentacion clinica clasica de la infeccion es una meningitis/meningoencefalitis.
Los pacientes con meningitis eosinofilica muestran al menos 10 eosinéfilos por mm?® de
LCR o >10% de eosinoéfilos en el recuento total de leucocitos en LCR (96), (97). El
periodo de incubacion para el desarrollo de meningitis eosinofilica es de
aproximadamente dos semanas, lo que coincide con el tiempo que tardan las L3 en
migrar al tejido del SNC y desencadenar una reaccién inflamatoria. Sin embargo, puede
variar de un dia a varios meses en dependencia del numero de paréasitos albergados (98),
(99).

La angiostrongiliasis es una enfermedad aguda que se resuelve espontdneamente en
unas pocas semanas, rara vez conlleva secuelas y raramente es fatal. La duracién media

es de 20 dias, pero puede variar de 6 a 34 dias (98).

El patrén clasico de la triada de la meningitis (dolor de cabeza, rigidez en el cuello y
fiebre) se observa con frecuencia en pacientes con diagnéstico de meningitis, aunque los
tres sintomas no siempre estan presentes. Un analisis exhaustivo de los sintomas en 484
pacientes reveld la presencia de dolor de cabeza en 99,0%, rigidez en el cuello en 64,0%
y fiebre en solo 37,0% de los pacientes (100). La cefalea es causada principalmente por
el aumento de la presion intracraneal (PIC) por la accién directa de la larva, puede ser
intermitente, frecuente y severa al principio; cuando se realiza una puncion lumbar, se
presenta con menos frecuencia y severidad y eventualmente, se resuelve por si sola
(100).

La rigidez de nuca usualmente es leve y dura cortos periodos de tiempo, aunque es poco
comdun, se informa fundamentalmente en casos severos (101). Por otro lado, se puede
presentar ademas parestesia la cual persiste por un periodo menor de dos semanas.
Ocurre con frecuencia en las extremidades, se expresa con dolor, entumecimiento,
picazébn o una sensacion de hormigueo bajo la piel. Los vOmitos y nauseas
probablemente se relacionan con el aumento de la PIC (102). Otros sintomas se pueden
presentar tales como: paralisis facial, fotofobia y diplopia. La alta PIC y el dafio cerebral
y pulmonar pueden precipitar la aparicion de inconciencia, coma y muerte en casos

severos (5).
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En los nifios, las manifestaciones clinicas suelen presentarse de forma diferente que en
los adultos. La rigidez de nuca y parestesias son observadas con menor frecuencia en los
nifios, no asi, los vomitos y nauseas (82,0%), la fiebre en 80,0%, la somnolencia en
82,0%, la constipacion en 76,0%, y el dolor abdominal en 34,20% (5).

Ademas, las tasas de fiebre, somnolencia, estrefiimiento (76,0%), y el dolor abdominal
se presentan con mas frecuencia en nifios que en adultos. En adultos o nifios con
infecciones graves, pueden ocurrir el coma y la muerte (4). En ausencia de reinfeccion,
las larvas mueren con el tiempo y la inflamacion que las acompafia disminuye. La
mayoria de los pacientes con angiostrongiliasis tienen un curso autolimitado y se

recuperan por completo (97).

La invasion al globo ocular por A. cantonensis es un evento raro (5), se ha informado en
aproximadamente 1% de los casos. Ocurre cuando la larva ingresa a la camara anterior
o0 posterior. EI mecanismo exacto de entrada al 0jo no esta claro, pero se cree que es
secundario al viaje a lo largo de la arteria retiniana entre el nervio ptico y la vaina (41),

gue puede manifestarse con vision borrosa unilateral sin signos de meningitis (103).

En estudio previo de 654 pacientes con sospecha de angiostrongiliasis, siete individuos
(1,10%) manifestaron compromiso ocular y el sintoma mas comdn fue vision borrosa,
sin signos de meningitis eosinofilica, con un periodo de incubacion de dos semanas a
dos meses (104). En otras publicaciones, se notifican otros hallazgos que incluyen
paralisis del mdsculo recto lateral, pardlisis facial, glaucoma, uveitis, inflamacién y
atrofia del disco dptico, alteraciones del pigmento retiniano y de las vias subretinianas,

retinitis necrotizante y desprendimiento de retina (105).

La fisiopatologia de la angiostrongiliasis cerebral se atribuye principalmente al
movimiento larvario y también involucra enzimas proteoliticas y agentes
proinflamatorios y citotdxicos que son liberados por los granulos de eosindfilos. Estas
enzimas y agentes exacerban las lesiones del tejido cerebral junto con la insuficiencia
vascular debido a la inflamacion, que puede provocar dafio neurotrofico permanente.
Este proceso inflamatorio conduce a la muerte larval en las meninges, lo que a su vez

exacerba la inflamacion (4).
Los estudios de necropsia de casos de angiostrongiliasis humana revelan (2):

a) infiltracion meningea por eosinofilos, macrofagos y linfocitos.
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b) alteraciones dentro del parénquima cerebral asociadas con restos celulares,

microtrombos y células inflamatorias.

c) presencia de granulomas eosinofilos y, a veces, cristales de Charcot-Leyden que

rodean la larva.

La hipotesis de que la funcion principal de los eosinofilos es defender a los hospederos
contra la infeccion por organismos relativamente grandes, como los helmintos paréasitos,
se basa en la acumulacion de observaciones tales como: (a) los eosindfilos se
degranulan y pueden matar a los helmintos in vitro en presencia de anticuerpos y/o
complemento; (b) se movilizan en la sangre y se agregan en donde estan los helmintos
in vivo; (c) a menudo se ven grandes cantidades de eosinofilos en estrecha asociacion
con helmintos intactos y dafiados in vivo y (d) se degranulan claramente en las

proximidades o sobre las superficies de los helmintos in vivo (106).

Las infecciones por helmintos se caracterizan por altas respuestas de tipo IgE y un
mayor nimero de eosinofilos circulantes. Dichos eosinofilos se activan y muestran una
marcada capacidad para matar una variedad de helmintos diana in vitro. Puede
producirse una activacion adicional en respuesta a mediadores de mastocitos liberados
como resultado de la degranulacion dependiente de IgE, asi como de I1gG y

complemento que pueden mediar en la unién y muerte de eosinéfilos (106).

En modelos murinos, el papel de los eosinofilos en la respuesta inmune contra A.
cantonensis ha sido estudiado. En este sentido, una mayor sobrevida de gusanos
intracraneales se obtiene cuando la respuesta de eosindfilos se inhibe luego del
tratamiento con anticuerpos anti-interleucina (IL)-5. En cambio, ratones que
sobreexpresan IL-5, citocina importante asociada con la progresion de eosinofilia que
sigue a la infeccion por A. cantonensis, provocan la muerte de gusanos mas rapido y las
hembras son méas pequefias que las aisladas en el raton tipo salvaje (107). La eosinofilia
en el LCR de ratones infectados es causada por IL-5, con aumento de eosinofilos
involucrados activamente en la muerte de los gusanos intracraneales. La acumulacién
intensa de eosinofilos alrededor de los gusanos en los espacios subaracnoideos, sugiere
la posterior muerte del gusano. Los parasitos son invadidos por numerosos eosinéfilos y
ultraestructuralmente, los materiales lisosomales derivados de los eosindfilos se
acumulan extensamente a lo largo de las superficies cuticulares dafiadas e irregulares de

los parésitos (107).
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Los antigenos de los helmintos estimulan preferentemente la activacion de los linfocitos
T—cooperadores (Th, del inglés, T helper cells) 2, lo que determina un patron de
secrecion de citocinas (IL4, IL5, IL10) que a su vez estimulan la proliferacién de células
B y la secrecion de Igs (108).

Se ha demostrado en hospederos infectados con helmintos que la IL-5 se encuentra en
niveles elevados durante la respuesta inmunitaria activada por Th2. Esta citocina parece
ser importante en las respuestas inmunitarias de las mucosas y es responsable de la

eosinofilia inducida por helmintos (109).

El raton infectado con A. cantonensis desarrolla una marcada eosinofilia periférica,
tanto en la médula como en el LCR y se plantea que la muerte de los gusanos
intracraneales puede estar estrechamente asociada con el rapido aumento de eosindfilos
enel LCR (110).

La inyeccion intraperitoneal de anticuerpo monoclonal (AcM) anti-IL-5 en ratones
suprime eficazmente la respuesta eosinofilica y en consecuencia los gusanos
intracraneales sobreviven y migran a los pulmones. La infeccion por A. cantonensis
causa la produccion de IL-5 que juega un papel importante en la induccién de la

eosinofilia y la subsiguiente muerte de los gusanos (107), (111).

En resumen, la patogenia de la meningitis eosinofilica se relaciona con el desarrollo de
reacciones inflamatorias significativas en respuesta a las larvas de A. cantonensis que
residen en el sistema nervioso. Como consecuencia, se reclutan eosindfilos y se liberan
varios agentes citotdxicos potentes en un intento para eliminar el patdgeno. Este ataque
inmunomediado con frecuencia resulta en dafio tisular y finalmente, puede exacerbar la

gravedad de la enfermedad (112).
2.11. Diagnostico
Un diagnostico presuntivo, se puede establecer en base a lo siguiente:

e Sintomas y signos caracteristicos.
e Un historial de exposicion, que incluya:
— Residencia o viajes a una zona endémica.
— Ingestion y/o contacto de caracoles o babosas (hospederos

intermediarios) crudos o poco cocinados, ya sea intencionada o no.
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— Ingestion de verduras o frutas crudas, sin lavar o lavadas
inadecuadamente.
— Ingestion de hospedadores paraténicos crudos o poco cocinados.
— Consumo de bebidas potencialmente contaminadas (zumo de verduras
crudo o licuado) (52) (100).
e Meningitis eosinofilica, diagnosticada mediante puncion lumbar (PL) y anélisis
del liquido cefalorraquideo (LCR) (113).

Un diagndéstico presuntivo basado en los criterios relacionados anteriormente debe

considerarse una base suficiente para iniciar el tratamiento (100).

2.11.1. Métodos diagnosticos basados en morfologia

El estandar de oro para el diagndstico definitivo lo constituye la identificacion de larvas
0 adultos jovenes en LCR de pacientes. El hallazgo de larvas en el LCR es poco usual
(114), (115), (116), (117).

La evidencia que define la presencia del paréasito es el hallazgo de gusanos adultos que
infectan a la poblacion local de roedores (hospederos definitivos). Tradicionalmente,
esto se realiza mediante la bdsqueda de los gusanos adultos en las arterias pulmonares
de los roedores durante la necropsia y la posterior identificacion de las caracteristicas

morfologicas especificas de la especie (13), (7).

La basqueda de A. cantonensis en hospederos intermediarios y paraténicos se realiza
mediante la digestion de sus tejidos con una solucion de HCl-pepsina (118) y la
posterior identificacién de L3, para lo cual se necesita de personal capacitado que

reconozca las caracteristicas morfoldgicas del parasito (119), (120), (121).

Los tejidos del corazén, los pulmones y el cerebro fijados con formalina se tifien con
hematoxilina y eosina, para la identificacion microscépica del parasito. Para situaciones
en las que no es posible la captura de roedores, la observacion de L1 de A. cantonensis
en las heces de los hospederos definitivos es indicativo de infeccion. El aislamiento de
L1 a partir de material fecal se produce después de remojar las heces en agua y se

recogen con la utilizacion del aparato de Baermann (122).
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2.11.2. Métodos diagnosticos basados en técnicas inmunolégicas

El inmunodiagndstico proporciona una fuerte evidencia de apoyo al diagnostico (123),
lo que resulta apropiado para el manejo efectivo de la enfermedad. Las técnicas como el
ensayo ELISA, hemaglutinacion indirecta, inmunofluorescencia indirecta e
inmunoelectroforesis se emplean con esta finalidad (124), (114) . En caso de que no se
encuentren larvas, el diagndstico podria apoyarse en técnicas inmunodiagndésticas de
deteccion de anticuerpos, tales como inmunotransferencia y ELISA con la utilizacion de
antigenos de 29 o 31 kDa del pardsito (125) (126) (127). Se requiere de una
interpretacion cuidadosa de los resultados debido a la considerable variabilidad de los
métodos en cuanto a sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos y

negativos (126).

Entre los factores que pueden afectar los resultados de la inmunotransferencia se
encuentran el nimero de muestras de suero analizadas, los antigenos derivados de
diferentes etapas de vida de los parasitos y/o los epitopos antigénicos compartidos entre
diferentes especies de parasitos que dan como resultado falsos positivos (128). La
demostracion de una banda que sefiale la presencia de un anticuerpo especifico en un
suero contra el antigeno de A. cantonensis de 31 kDa indica infeccion con A.
cantonensis (129). La purificacion de estas proteinas por electroelucién a partir de geles
de poliacrilamina-SDS resulta ser una técnica Optima para la obtencién de antigenos con
buena especificidad (130). Ademas, la utilizacion de una proteina de 204 kDa de L5 de
A. cantonensis en el inmunodiagndstico proporciona al sistema una sensibilidad y
especificidad de 91,0% y 98,0%, respectivamente (131).

Por otra parte, en un estudio de evaluacion de la respuesta especifica de varias subclases
de Igs, en particular para la proteina 29 kDa, se identifica a la subclase 1gG; como la de
mayor respuesta de anticuerpos anti-Angiostrongylus (132). Una investigacion posterior
muestra la utilidad de la subclase 1gG, en el diagndstico de esta entidad al obtenerse una
banda antigénica de una masa molecular de 29 kDa. EI método muestra una sensibilidad
de 75,0% y una especificidad de 95,0% (133).

Una limitacién importante de la deteccion de anticuerpos para el diagndstico es que la
produccién de anticuerpos en suero tiene lugar posterior a la aparicion de sintomas
agudos, a veces significativamente. En un brote en Jamaica en el afio 2000, s6lo 8,0%

de las muestras de suero en fase aguda (recolectadas entre 5 y 18 dias después del inicio
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de los sintomas) fueron positivas, mientras que en fase de convalecencia 83,0% de los
sueros (recolectadas entre 31 y 45 dias después del inicio de los sintomas) resultaron
positivos (51).

Mediante el empleo de un AcM, que reconoce un epitopo de una proteina de peso
molecular de 204 kDa del parasito, en un ELISA de doble anticuerpo, se realizo la
deteccion de antigenos circulantes en pacientes con meningitis o meningoencefalitis
eosinofilica, a partir de la semana tres post-infeccion. EI inmunodiagnéstico mediante
esta técnica demuestra alta especificidad en la deteccion de antigenos circulantes en
muestras de suero y LCR; sin embargo, la sensibilidad en LCR fue significativamente

mayor que en suero (134).

Otros AcMs (12D5 y 21B7) muestran gran utilidad en el diagnostico de A. cantonensis
al detectar una proteina de 55 kDa en 100% (32/32) de sueros de pacientes con
angiostrongiliasis. Estos anticuerpos no presentaron reaccion cruzada con sueros de
pacientes con clonorquiasis, fasciolopsiasis, anquilostomiasis, anisakiasis, asi como
esquistosomiasis (135). En un estudio en el que también se emplea un AcM (AW-3C2)
contra antigenos de la forma adulta del parasito se alcanza una especificidad de 100%
y una sensibilidad de 50,0% al utilizar un ELISA tipo doble anticuerpo en la deteccién

de antigenos propios del parasito (136).

En otros trabajos mas recientes se generaron cuatro AcMs contra los antigenos de
excrecion-secrecion (AgES) de gusanos adultos de A. cantonensis, dos corresponden a
la subclase 1gG; y dos al isotipo IgM. La inmunotransferencia revela que los cuatro
AcMs reconocen, predominantemente, un antigeno de 98 kDa en los AgES de gusanos
adultos de A. cantonensis, y no se encuentran reacciones cruzadas con los antigenos de

gusanos completos de otros parasitos (137).

En un estudio ciego en nueve laboratorios regionales de Tailandia se normalizd un
ensayo dot-blot ELISA para la deteccidn de anticuerpos especificos contra una proteina
de 31 kDa de Parastrongylus cantonensis. La prueba mostré una sensibilidad y
especificidad diagndstica de 100% en todos los laboratorios incluidos en el estudio
(138).

A pesar de las investigaciones que avalan el uso de las pruebas seroldgicas, hay autores
que plantean que las mismas no siempre estan disponibles en zonas aisladas. En este

sentido, se propuso un inmunoensayo de flujo lateral, método rapido en que se emplean
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dos AcMs contra antigenos de A. cantonensis, y tiene una sensibilidad y especificidad
informada de 91,10% y 100% respectivamente (139).

Otro método que se utiliza con éxito en el inmunodiagndstico especifico de
angiostrongiliasis cerebral, es un inmunoensayo rapido en fase sélida (DIGFA). Este
método emplea una membrana de nitrocelulosa como soporte de la reaccion, la
glucoproteina de 31 kDa especifica de A. cantonensis como antigeno y el oro coloidal
conjugado con proteina A en la deteccidn del complejo antigeno-anticuerpo. La prueba
ha mostrado valores de sensibilidad y especificidad de 100% (140).

En el afio 2018, se publico un ensayo inmunocromatografico de flujo lateral rapido
(Prueba AcQuickDx) para la deteccion de anticuerpos anti-A. cantonensis en suero
humano. En el método se empled como antigeno la glucoproteina de 31 kDa especifica
de A. cantonensis e IgG anti-humana marcada con oro coloidal para la deteccion del
complejo antigeno-anticuerpo. El ensayo alcanzo una sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo y valor predictivo negativo de 100%, 98,72%, 95,0% y 100%,
respectivamente (141).

En un estudio mas reciente se realiz6 la comparacion de las pruebas seroldgicas
AcQuickDx, dot-blot ELISA y DIGFA para la determinacion de la validez de los
ensayos. Cerca de 40% de las muestras resultaron positivas por AcQuickDx, con una
especificidad de 75,50%. Para los ensayos DIFGA y dot-blot ELISA se obtuvieron
sensibilidad y especificidad de 39,70% y 75,50%; 37,75% y 76,70%, respectivamente
(142).

Por otra parte, otros investigadores utilizan la galectina-2, en forma recombinante
rAcGal2, de gusanos hembras adultas jévenes de A. cantonensis como antigeno para el
desarrollo de una prueba inmunocromatografica. EL valor diagnéstico de la prueba se
evalué y se comparé con los resultados de un ensayo ELISA. La sensibilidad,
especificidad y valores predictivos positivos y negativos de la prueba
inmunocromatografica fueron 87,0%; 96,47%; 94,56% y 91,37%, y para el ensayo
ELISA de 91,09%; 97,19%; 95,77% y 94,0%, respectivamente. La concordancia de la
prueba inmunocromatografica fue de 93,90% (143). Recientemente, se realizé un
estudio en donde se comparan fracciones antigénicas de diferentes fases de desarrollo de
A. cantonensis con la utilizacion de los ensayos dot-ELISA e inmunotransferencia, con

resultados promisorios (144).
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2.11.3. Métodos diagnosticos basados en la amplificacion de acidos nucleicos

La deteccion molecular mediante la PCR se utiliza para eludir los problemas asociados

con la identificacion morfologica del parasito.

El ADN gendmico adecuado para la deteccion por PCR puede extraerse de varios tipos
de material, incluyendo gusanos intactos en todas las etapas de desarrollo, tejidos de
huéspedes intermedios, definitivos y paraténicos, y excrementos de rata. .Los primeros
métodos publicados para la deteccion de A. cantonensis utilizaban PCR para amplificar
cebadores de regiones conservadas de los genes, seguido por analisis de polimorfismo
en el tamafo de los fragmentos de restriccion (RFLP, del inglés, restriction fragment

length polymorphism) del producto amplificado mediante la PCR (145), (146).

Se han desarrollado diferentes pruebas moleculares Gtiles en la deteccién de parasitos.
Su especificidad y sensibilidad se incrementa gradualmente, lo que trae consigo que los
parasitos que antes eran dificiles de diagnosticar mediante técnicas convencionales
comenzaron a identificarse mediante técnicas moleculares. Los métodos de diagnostico
de laboratorio actuales para la deteccion de paréasitos incluyen: PCR, gPCR, LAMP,
ADN polimérfico amplificado al azar con tecnologia luminex (RAPD, siglas en inglés,
random amplification polymorphic), polimorfismo de longitud de fragmento
amplificado (AFLP, siglas en inglés, amplified fragment length plymorphism), RFLP,
ademas de microsatélites (147).

A medida que se disponen de datos de secuenciacion de ADN a partir de la
identificacion de un mayor nimero de especies de Angiostrongylus se disefian nuevos

ensayos de PCR especificos de especie.

Eamsobhana y colaboradores, en el afio 2013 estudian muestras de liquido
cefalorraquideo (LCR) de un grupo de pacientes diagnosticados clinicamente y con
anticuerpos especificos de A. cantonensis, mediante un método la PCR utilizando
cebadores obtenidos a partir del gen que codifica para la proteina nativa de 66 kDa. El
método de la PCR detectd el ADN de A. cantonensis en las muestras de LCR de cuatro
de los diez pacientes estudiados (148).

El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC, del inglés Centers
For Disease Control), en colaboracién con el grupo de parasitologia de la Pontificia

Universidad Catolica de Rio Grande do Sul (PUCRS) desarrollaron una prueba de

27



Marco tedrico

gPCR a muestras de LCR humano utilizando como blanco ITS-1, estos resultados

preliminares son prometedores para la identificacion de la infeccion en humanos (149).

En otro trabajo més reciente publicado en 2016, en 22 de 33 (67,0%) LCR de pacientes
se detecto ADN de A. cantonensis por gPCR, utilizando cebadores que amplifican una

region del gen que codifica para ITS-1 (150).

Otra técnica que se utiliza es la secuenciacion de proxima generacion (NGS, del inglés,
next generation sequencing) que es capaz de producir miles a millones de operaciones
de secuenciacion a la vez, lo que permite contar en la actualidad con datos de secuencia
de genoma completo para multiples organismos bacterianos en horas (151). En otro
estudio realizado en China, empleando la misma técnica, a partir del ADN extraido del
LCR de pacientes con diagndstico de meningitis eosinofilica, se construy6 una genoteca
de ADN. Las secuencias encontradas se compararon con las secuencias de las base de
datos existente, concluyéndose que las secuencias de ADN de los LCR de los pacientes
estudiados correspondian a A. cantonensis (152). Feng y colaboradores en el afio 2020
(153) y Liu y colaboradores en 2022 (154), utilizaron también la secuenciacion
metagendmica de préxima generacion en el diagnéstico de la angiostrongiliasis del

sistema nervioso central, con excelentes resultados.

Recientemente, se ha desarrollado un ensayo gPCR, en el que se utiliza una region del
genoma de A. cantonensis que se predice que es altamente repetitiva, que es capaz de

detectar al parasito con una alta sensibilidad (155).

Ademas, se ha desarrollado la técnica RPAcan3990, que es un ensayo molecular que
permite realizar un diagnoéstico rapido en el sitio de atencion al paciente. Este método
ultrasensible emplea la enzima polimerasa recombinasa y es capaz de detectar A.
cantonensis con alta sensibilidad, produciendo resultados visualmente interpretables,

con una instrumentacion minima (156).

En Tailandia se describieron dos casos de angiostrongiliasis ocular, parasitologicamente
confirmados, después de recuperar quirurgicamente los parasitos de la camara anterior
de los pacientes, los cuales se identificaron, desde el punto de vista morfol6gico, como
Angiostrongylus sp. El analisis molecular permitié la identificacion de A. cantonensis
después de amplificar toda o parte del ARNr SSU nuclear, la ITS-2 y la co 1, seguida de

la secuenciacion de las cadenas nucleotidicas (157).
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Asimismo, fue normalizada también la técnica de LAMP, los cebadores se disefiaron en
base al blanco genético ITS-1 del ADN ribosémico nuclear (ADNr) de A. cantonensis.
Las pruebas de especificidad muestran que el sistema solo detecta ADN de A.
cantonensis y no asi de muestras control de Anisakis simplex, Trichuris trichiura,
Toxocara canis, Trichinella spiralis y Ascaris lumbricoides. La evaluacion de la
sensibilidad indica que el ensayo LAMP es 10 veces mas sensible que la PCR
convencional. Se recomienda su empleo en la deteccion rapida y sensible de A.
cantonensis en caracoles, lo que tiene implicaciones para el control efectivo de la

angiostrongiliasis (158).

Por otra parte, la g°PCR ademaés de detectar ADN del parasito, proporciona una medida
confiable de la carga de paréasitos en hospederos intermediarios. La cuantificacién de los
niveles de infeccion de los hospederos intermediarios es critica para determinar la
intensidad de la infeccion por A. cantonensis. La identificacion de "puntos calientes™ de
infeccion permite tomar medidas més eficaces de control de ratas y babosas. Ademas,
esta técnica es mas eficiente y sensible que la microscopia y constituye una herramienta
no solo para la cuantificacién de larvas en hospederos intermediarios sino también
potencialmente en otras fuentes tales como los alimentos, ejemplo lechugas (159). En
este sentido, se ha desarrollado un ensayo de qPCR que amplifica la region especifica
de ITS-1y permite la deteccién de L3 de A. cantonensis en hospederos intermediarios.
El método detecta una concentracién de ADN equivalente a una L3. La especificidad
del ensayo fue analizada con ADN de Clonorchis sinensis y Gnathostoma spinigerum

de moluscos infectados y el método detecta especificamente A. cantonensis (160).

Otro ensayo de gPCR, dirigido a ITS-2 se normalizé con el propoésito de detectar larvas
L1 de A. cantonensis en heces de rata. La prueba fue capaz de detectar una sola L1 en
un gramo de heces frescas. Con Strongyloides ratti, Syphacia obvelata, Hymenolepis
nana, e Hymenolepis diminuta no se obtuvo amplificacion de la sefial mayor que el

umbral de deteccion (161).

En otro estudio, se extrajo el ADN de 26 ratas de laboratorio a partir de sangre total y
secciones de tejido de la cola y se someti6 a la gPCR utilizando cebadores especificos
de la especie para la region del espaciador transcrito interno (ITS-1). EI ADN del
parasito puede detectarse en la sangre periférica en varios puntos temporales a lo largo
de la infeccidn en ratas, lo que podria ser Gtil en estudios destinados a cuantificar la tasa

de infeccion por A. cantonensis de las ratas en una zona determinada (162).
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2.11.4. Diagnostico por imagenes de resonancia magnetica.

Las imagenes de resonancia magnética (IRM) en pacientes con meningitis eosinofilica
por A. cantonensis a menudo revelan multiples engrosamientos nodulares en el tejido
cerebral y engrosamientos lineales en las leptomeninges (163). Sin embargo, son
relativamente inespecificas y no pueden proporcionar un diagnostico sin el uso
concomitante de otros métodos de laboratorio (149), (164). No obstante, estudios
posteriores realizados con ratas muestran que es posible el diagndstico de infeccion con
el uso IRM y que el seguimiento del proceso infeccioso por esta via, ofrece informacion
atil para revelar los efectos de la angiostrongiliasis en diferentes areas del cerebro. Los
resultados del estudio apoyan el uso de IRM como técnica, no invasiva, de diagnostico
de infeccion por A. cantonensis (165).

Un estudio de 27 pacientes con diagndstico clinico de angiostrogiliasis revela, con el
empleo de IRM, engrosamiento de las meninges en 16 pacientes (59,25%),
engrosamiento de las meninges y nodulos intracraneales en cuatro pacientes (14,80%),
nodulos intracraneales en otros cuatro pacientes (14,80%), engrosamiento de las
meninges Yy engrosamiento vascular perimeningeo en un paciente (3,70%), y
engrosamiento vascular perimeningeo en dos pacientes (7,40%). La principal
manifestacion en este estudio fue meningitis acompafada de encefalitis y vasculitis en

algunos casos (43).

En otro estudio, en la IRM se encuentra realce leptomeningeo difuso en el cerebro y la
médula espinal, areas de infarto cortical puntiformes y difusas y realce intramedular en
la medula espinal T8-L5 (43).

2.12. Otras causas de etiologia parasitaria que provocan meningoencefalitis

eosinofilica

De las multiples etiologias descritas que son causa de mengitis eosinofilica, es de
destacar, por su frecuencia, la parasitaria y concretamente, como ya fue mencionada, la

asociada al género Angiostrongylus.

La segunda causa parasitaria que puede provocar una meningitis eosinofilica es la
cisticercosis, producida por Taenia solium. Esta parasitosis afecta al SNC en 60-90% de
los casos y produce meningoencefalitis en 5% de los mismos. El diagndstico se realiza

por técnicas de neuroimagen como la tomografia axial computarizada y la IRM, y por
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técnicas seroldgicas como el método ELISA, que tiene una sensibilidad de 65-75% y

una especificidad variable entre 63 y 91% (166).

Otras helmintiasis que estan implicadas en la meningitis eosinofilica son la
gnathostomiasis (Gnathostoma spinigerum) y la paragonimiasis (Paragonimus sp.)
(167). La meningoencefalitis en estos pacientes suele presentar un curso mas lento que
la producida por A. cantonensis, sin embargo, la inflamacion severa y la destruccion
tisular que se produce en la gnathostomiasis puede provocar hemorragias cerebrales
agudas, con un curso que puede ser fatal (168).

Otros agentes infecciosos también asociados con la meningitis eosinofilica, pero mucho

menos frecuentes son Trichinella spiralis (169) y Toxocara canis (170).

2.13. Caracterizacion filogénica de Angiostrongylus cantonensis

Los aspectos genéticos de este parasito se exploran de forma sistemética y filogénica.
Para ello, se emplean genes cromosomales y mitocondriales que funcionan como
marcadores moleculares para la identificacion especifica del parasito. Ademas, las
secuencias de estos genes se utilizan para la diferenciacion molecular y los anélisis

filogenéticos de las especies de Angiostrongylus (171).

2.13.1. Marcadores genéticos cromosomales

2.13.1.1. Gen de la proteina de 66 kDa

Este gen se emplea con éxito en la amplificacion del ADN gendmico de tres especies de
Angiostrongylus (A. cantonensis, A. costaricensis y A. malaysiensis) (172). También se
utiliza en la identificacion y delimitacion de especies, asi como en el estudio de la

diversidad genética, la estructura de poblaciones y la filogeografia (173).

2.13.1.2. Secuencias ITS

Las secuencias ITS se conservan entre los aislamientos de A. cantonensis, pero difieren
de las otras especies de Angiostrongylus. Esto proporciona marcadores geneticos utiles
para la identificacion especifica y la caracterizacion genética de Angiostrongylus sp.
(173), (174). El marcador ITS-1 se utiliza en el andlisis de secuencia de A. costaricensis,
A. vasorum y A. cantonensis, mientras que, 1TS-2 es ampliamente utilizado en la
identificacion de especies de nematodos (174). Con el empleo de ambos marcadores se

muestra alta variabilidad interespecifica y baja intraespecifica (175).
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En un estudio realizado por Liu y colaboradores en el afio 2011 en Shenzhen, Qingyuan,
Jiangmen, y Wenzhou en China, en el que utilizan como marcador genético el gen ITS
obtienen secuencias conservadas entre aislamientos de A. cantonensis. Sin embargo,
muy diferentes a las de otras especies de Angiostrongylus (176). En otros estudios, con
el empleo de las secuencias ITS-2 se alcanza la diferenciacion entre A. cantonensis y A.
malaysiensis (177).

2.13.1.3. Gen del ARN ribosémico de la subunidad pequefia

De igual modo, el marcador de ARNr SSU resulta Gtil en la deteccion de nematodos del
tercer estadio juvenil infeccioso de A. cantonensis. Este nematodo en tercer estadio
presenta una secuencia Unica que permite también la diferenciacion de otros
angiostrongilidos y conocer la posicion filogenética de otros nematodos no
angiostrongilidos (178). Las secuencias obtenidas se han usado en la construccion de
arboles filogenéticos de cinco especies de Angiostrongylus, a saber: A. cantonensis, A.
costaricensis, Angiostrongylus dujardini, A. malaysiensis y A. vasorum. Esta técnica
molecular constituye un método rapido y preciso que permite la deteccion de A.

cantonensis cuando la identificacion morfoldgica resulta dificil o inadecuada (179).

Otro estudio sugiere que mientras el gen ARNr SSU no resulta Gtil en la deteccion de
diferencias intraespecificas, podria ser un marcador adecuado para el anélisis de las
relaciones interespecificas entre especies de Angiostrongylus (180). Ademas, otros
autores también consideran que es un marcador util en la identificacion de A.

cantonensis y en la diferenciacion de otras especies de Angiostrongylus (173).

2.13.2. Marcadores genéticos mitocondriales

Por afos, el estudio de la morfologia de las especies ha sido la piedra angular para la
identificacion de paréasitos, sin embargo, no siempre ha sido del todo exitosa, debido a la
gran similitud que existe en la morfologia de las especies dentro de los distintos
phylum. Sin embargo, la utilizacién de herramientas moleculares como la PCR y la
tecnologia de secuenciacion de ADN, han contribuido con la identificacion taxonomica
correcta de los diferentes phylum de parasitos, superando las limitaciones asociadas al
analisis morfoldgico (181). El proceso de comparacion de las secuencias genéticas se
denomina caracterizacion genética. Para establecer la relacion de parentesco entre las
secuencias se realiza el analisis filogenético. Los métodos moleculares permiten la

comparacion de taxa para la evaluacion de las diferentes caracteristicas sinapomorficas.
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(182). La informacion genética ha proporcionado a los investigadores la capacidad de
reconocer a numerosas especies, aclarar la plasticidad fenotipica, relacionar las etapas
de ciclo de vidas, inferir la filogenia y poder realizar una exploracion de la variacion
geografica mas alla de lo que se podria inferir de los datos morfoldgicos por si solos
(181).

El ADN mitocondrial (ADNmt), pequefia fraccion de los genomas de los organismos,
constituye el marcador méas utilizado en los estudios de diversidad molecular en los
metazoos en las ultimas cuatro décadas, lo que permite conocer la diversidad inter e
intraespecies. Los genomas mitocondriales son marcadores perfectos de eleccion para
estudios de poblacion, biogeografia y filogenética porque son faciles de amplificar y
manipular, tienen una tasa de mutacion elevada, supuestamente son de herencia clonal y

experimentan una evolucién neutra (171), (172).

El ADNmt de metazoa se considera el marcador de eleccion para la reconstruccion de
relaciones filogenéticas a varios niveles taxonomicos y se utiliza ampliamente en la
resolucion de controversias taxondémicas. De hecho, el pequefio tamafio de la molécula,
su abundancia en tejidos animales, la presencia de genes/regiones que evolucionan a
ritmos diferentes, su herencia uniparental y el nivel muy bajo o ausencia de
recombinacion hacen que esta molécula sea confiable y un marcador filogenético facil
de usar (183).

Los genes mitocondriales incluyen: co1y cyt B.

2.13.2.1. Gen citocromo oxidasa subunidad 1

El gen col representa un buen marcador para el estudio de la evolucion genética
(filogenia) del parasito, en la diferenciacién de especies de Angiostrongylus spp.
estrechamente relacionadas y de aislamientos geograficos (filogeografia) de A.

cantonensis y en la identificacion de haplotipos del parasito (184), (185).

En un estudio realizado en Japén, se determinan secuencias para 83 parasitos adultos de
18 localidades geograficas de Japdn, China continental, Taiwan y Tailandia. El analisis
filogenético muestra 7 haplotipos distintos (acl a ac7). Los haplotipos son: (acl, ac2,
ac3, ach y ac7) en Japén (69 individuos de 13 localidades), (ac2 y ac6) en China
continental (ocho individuos de tres localidades) y solo un haplotipo (acl) en Taiwan
(cuatro gusanos individuales de una localidad). Del mismo modo, solo se identifica un

solo haplotipo (ac4) a partir de dos gusanos mantenidos en laboratorios de Tailandia.
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Los haplotipos acl y ac7 al parecer constituyen los principales haplotipos a lo largo del
Pacifico de Japon, mientras que ac5 es el principal haplotipo en las islas Ogasawara y
Okinawa. Los haplotipos japoneses acl y ac2 podrian relacionarse con el haplotipo
taiwanes acl y con el haplotipo chino ac2, respectivamente. La menor variacién
genética y la distribucion geografica particular de A. cantonensis en cada ubicacion
podria indicar un efecto fundador, como resultado de maltiples origenes independientes
y sugiere la posible migracion de los haplotipos desde areas endémicas a través del

transporte humano (186).

En Brasil, los analisis filogenéticos llevados a cabo por Monte y colaboradores en 2012
con secuencias parciales de col de A. cantonensis, a partir de 15 aislamientos, muestran
la presencia de tres haplotipos diferentes: ac5, ac8 y ac9, con predominio de los
haplotipos ac5 o ac8. Ademas, ac9 se describié como un haplotipo nuevo. Los datos
obtenidos en este estudio muestran que el aislado de A. cantonensis de Caju (estado de
Rio de Janeiro) que corresponde a ac9, esta restringido al area del puerto y se sugiere la
posible entrada de este haplotipo al pais desde Asia, a través del comercio. El factor que
podria limitar la dispersion del mismo a otros lugares del pais es la ausencia del
principal hospedero intermedio, L. fulica, en la zona portuaria. De manera similar, se
considera que los aislados brasilefios de Pirituba (estado de S&o Paulo), Queimados y
Niteroi (estado de Rio de Janeiro), que corresponden al haplotipo ac5 de Japdn, ingresan
al pais a través de Rio de Janeiro o Sdo Paulo también desde el continente asiatico. Esta
hipbtesis también se considera para el haplotipo brasilefio mas abundante (ac8), que
muestra la posible propagaciéon del parasito a través de L. fulica a las regiones del
sudeste, noreste y norte (187).

En un estudio mas reciente, secuencias de A. cantonensis provenientes de Tailandia y
Camboya se clasificaron en 13 haplotipos distintos (173). Dos de estos haplotipos de A.
cantonensis (ac2 y ac5) se habian informado previamente en Brasil (187) y Asia (186).
Una muestra de Myanmar exhibio el haplotipo ac2. Ademas, se encontraron cuatro
nuevos haplotipos ac10, acll, acl2 y acl3, no notificados previamente en Tailandia y
Camboya (173).

Otro estudio, realizado por Eamsobhana y colaboradores en 2017, muestra distintos
haplotipos de A. cantonensis en siete regiones de Tailandia: ac10 en Phitsanulok (region
norte), acll en Nakhon Phanom (region noreste), acl5 en Trat (region este), acl6 en

Chantaburi (regién este), ac4 en Samu Prakan (region central), acl4 en Kanchanaburi
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(region occidental) y acl3 en Ranong (region sur). Ademas, se identifican tres

haplotipos nuevos acl4, ac15 y ac16 (188).

En resumen 16 haplotipos (acl-ac16) se informan en el mundo. Los haplotipos acl,
ac2, ac3, ac5 y ac7 en Japén, ac5, ac8 y ac9 en Brasil y ac6 en China. En tanto que los

haplotipos ac 4, ac10, ac11, ac12, ac13 acl4 y ac15 y acl6 se encuentran en Tailandia.

2.13.2.2. Gen de citocromo B

Citocromo B, un componente del complejo de la cadena respiratoria Il (EC 1.10.2.2),
es un gen mitocondrial de uso comun para la identificacion de especies y el analisis de
las relaciones filogenéticas (189). También se acepta como un buen marcador en el

establecimiento de patrones filogeograficos (190).

En un estudio realizado en ocho localidades de Tailandia se encuentran diferencias
filogenéticas dentro de las poblaciones de A. cantonensis, con 11 haplotipos de cyt B
diferentes (MHS-1, MHS-2, NAN-1 LB-1, LB-2, NST NAN-2, PCK-1, PCK2, PSL,
KCB, BKK-1BKK-2). Los mismos haplotipos fueron encontrados en areas remotas, lo
que indica que la variacion genética en una zona geografica estrecha no es efecto de la
evolucion del parésito en Tailandia. Si bien se encontraron varios haplotipos, la baja
variacion genética y distribucion geogréfica de A. cantonensis en cada ubicacion, indica
un efecto fundador, que puede haber resultado de multiples origenes independientes, y
sugiere que los haplotipos migraron de areas endémicas a través de actividades de
transporte de hospederos intermediarios y definitivos relacionadas con los humanos
(191). Recientemente, en un estudio realizado en Tailandia se obtienen un total de 15
haplotipos cyt B (acl-acl5) a partir de 37 secuencias de 14 localidades geogréficas que
abarcan las regiones norte, oeste, este, centro y sur encontrandose, al parecer, algunos
de estos haplotipos limitados a localidades geograficas especificas. Las secuencias
nucleotidicas parciales de cyt B de aislamientos de A. cantonensis de Tailandia

quedaron agrupados en un clado diferentes a China y Hawai (192).

Por otra parte, Dumidae y colaboradores, sefialan que las secuencias de cyt B de A.
cantonensis (10 especimenes) de la provincia de Chaiyaphum estan estrechamente
relacionados con los haplotipos cyt B acl-ac8 encontrados en otras provincias de
Tailandia. Sin embargo, la mayoria de las secuencias (seis muestras) son similares al

haplotipo cyt B acl, lo que sugiere que este puede ser el haplotipo dominante en
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Tailandia. Ademas, identificaron dos nuevos haplotipos de cyt B: ac19 (tres secuencias)

y ac20 (una secuencia) (180).

Segun Peng y colaboradores, se identificaron 42 haplotipos. (h1-h42) de un total de 520
gusanos de A. cantonensis obtenidos de 13 localidades del sur de China, Taiwan, y
Laos. La notable diferenciacion genética entre aislamientos indica un bajo flujo de
genes entre las poblaciones de A. cantonensis en las diferentes areas estudiadas. El
patron estructurado de los linajes filogenéticos no presenta una correspondencia precisa
con la distribucion geogréafica, lo que subraya la naturaleza complicada de rastrear la

dindmica poblacional de esta especie (177).

2.14. Prevencion y tratamiento

La amplia distribucion de hospederos definitivos, e intermediarios para A. cantonensis
presentes en el mundo, nos conduce a la reflexion de que las estrategias para prevenir
las infecciones no pueden centrarse simplemente en la erradicacion del parésito (193).
Sin embargo, es posible el bloqueo de la transmision de enfermedades con la educacion
de las poblaciones en riesgo. Otra forma de contribuir a la prevencion es evaluar los
conocimientos de los trabajadores de la salud y valorar la necesidad de realizar
intervenciones educativas. La realizacion de cursos en forma de intervencion educativa,
que permite perfeccionar el trabajo de estos profesionales, ha producido una mejoria
estadisticamente significativa de las evaluaciones, lo que demuestra la eficacia de las
intervenciones (194). Ello evidencia la necesidad de programas educativos basados en
conferencias, cursos, distribucion de material cientifico actualizado, etc, para garantizar
mayor eficiencia en el trabajo de médicos de atencion primaria en relacion con el

diagnostico, tratamiento y control de enfermedades parasitarias (195).

Los métodos recomendados para la prevencion de la infeccion por A. cantonensis

incluyen (2):

a) Educar a las poblaciones en riesgo sobre el parasito y la enfermedad que causa.
b) Ingerir hospederos intermediarios de A. cantonensis cocinados adecuadamente.
¢) Erradicar hospederos intermediarios y definitivos cerca de casas y huertos.
d) No ingerir vegetales sin lavar, los cuales pueden estar contaminados.
e) Control de poblaciones de roedores.

Sin embargo, se conoce que el cumplimiento de algunas de estas recomendaciones es

dificil en poblaciones con habitos nutricionales e higiénicos incompatibles con un buen
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control de la enfermedad. Por otra parte, también es importante educar al personal de
atencion médica, sobre todo a los médicos, tanto en regiones no endémicas como
endémicas, para que sean conscientes del riesgo potencial de este parésito, de los
sintomas comunes que producen y sus modos de transmision, para poder garantizar un
diagnostico oportuno (4).

Tanto los caracoles de regiones tropicales como los de clima templados pueden ser
portadores de A. cantonensis, lo que indica el potencial para una expansion futura del
parasito, como consecuencia del cambio climatico y la necesidad de considerar la

angiostrongiliasis como una enfermedad infecciosa emergente.

Como han demostrado numerosos estudios a lo largo de los afios, desde que se
descubrié este patdégeno zoondtico, su presencia y su riesgo como enfermedad
emergente no han dejado de crecer, pues su distribucion ya no se limita Gnicamente a
regiones endémicas. Cabe entonces destacar la importancia que tiene el control de la
propagacién de A. cantonensis a zonas en las que actualmente no esta presente (196).
En algunos sitios se estan utilizando trampas, carnadas y métodos de barrera para evitar

la llegada de los vectores a los cultivos (197), (198).

Por tanto, prevenir la propagacion de hospedadores intermediarios y definitivos de A.
cantonensis debe ser uno de los principales objetivos de las autoridades de los paises en
los que se ha detectado la presencia de este parasito. Para evitar la propagacién de este
parasito emergente, deben adoptarse medidas de control en el transporte de mercancias
en puertos y aeropuertos (16) EI departamento de agricultura de EUA, rutinariamente
intercepta L. fulica en el equipaje de viajeros internacionales de Africa Occidental,
especialmente Nigeria, Ghana y Senegal (199).

Muchos paréasitos que tienen hospederos intermediarios, como A. cantonensis, requieren
entornos himedos o mojados para desarrollarse y sobrevivir. Sin precipitaciones
suficientes, la distribucion del parasito podria volverse mas restringida, lo que
disminuiria el riesgo de transmision (200). Dado que muchas especies son hospederos
potenciales, es probable que los factores abioticos, en particular la temperatura y quizas
la humedad, tengan una mayor influencia en las tasas de infeccién y la expansion
continua del parésito, que la propagacion de especies hospederas particulares. El
conocimiento de los posibles vectores de A. cantonensis y sus cargas parasitarias es
importante para el manejo de la salud publica (53) y para poder complementar e

implementar posibles programas de control de la angiostrongiliasis.
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En un estudio realizado en Tailandia, donde la angiostrongiliasis es endémica, se utilizo
como metodo de seguimiento y control de la infeccion, la vigilancia de casos de
meningitis eosinofilica en linea con un modelo predictivo para esta enfermedad, con la
utilizacion de la base nacional de datos. Los valores predictivos coincidieron con los
numeros mensuales reales de casos de meningitis eosinofilica, lo que indica un buen

ajuste del modelo predictivo (201).

El manejo o6ptimo de la meningoencefalitis por Angiostrongylus se dificulta,
especialmente en pacientes con cuadros neuroldgicos graves. Las pautas del CDC
recomiendan el tratamiento de apoyo con analgésicos y antihelminticos (mebendazol 10
mg/kg/dia o albendazol 15 mg/kg/dia dos semanas, respectivamente). Esto resulta en
resolucion de la cefalea en una media de tres dias en una serie de casos que recibieron
mebendazol y cuatro dias en una serie de casos que recibieron albendazol, sin graves

efectos secundarios (202).

El tratamiento con prednisolona a dosis de 60 mg/dia por dos semanas resulta
beneficioso para aliviar la cefalea en pacientes con meningitis eosinofilica (203).
Aunque el tratamiento con las mismas dosis por una semana muestran los mismos
resultados (204).

En ocasiones, no es recomendable el tratamiento antihelmintico, puesto que puede
provocar una respuesta inflamatoria producto de la acumulacion de parasitos muertos y
en consecuencia se describe una exacerbacion clinica de los sintomas
neuroldgicos (205), (206). No obstante, se plantea que la cefalea (notificada con
frecuencia) se puede reducir significativamente con albendazol en dosis de 15
mg/Kg/dia con dos semanas de tratamiento (207). Recientemente, ha surgido un
consenso de que los antihelminticos son dtiles, quizéa incluso claves, especialmente si se
administran antes o poco después de que las larvas L3 ingresen al sistema nervioso
central, o al menos antes de que muden y crezcan. También se ha sugerido el uso
profilactico de antihelminticos, en zona endémica, en caso de que la persona refiera su

posible exposicion al parasito (208), (209).

Alternativamente, se tratan pacientes con ivermectina oral en dosis de 200 mg/Kg/dia
por 10 dias en combinacién con metilprednisolona intravenosa en dosis de 30

mg/Kg/dia por 5 dias, seguido por prednisolona 2 mg/Kg/dia por 1 mes. Este esquema
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conduce a una disminucién progresiva tanto del dolor de cabeza como de la disuriay la

paraparesia de las extremidades inferiores (210).

En el contexto de la enfermedad ocular, no existe un tratamiento especifico para la
infeccion por A. cantonensis, usualmente se realiza un abordaje para conseguir
disminucion de sintomas con prednisolona topica y metilprednisolona intravenosa, 30
mg/Kg/dia por 5 dias. Las opciones de tratamiento incluyen cirugia o terapia con laser.
La intervencion oportuna con remocién quirdrgica de la larva en camara anterior puede
evitar la ceguera y prevenir complicaciones sistémicas. Antihelminticos como el
albendazol no son recomendados antes de la remocion del paréasito de la cavidad ocular

porque la muerte de los mismos pueden causar inflamacion intraocular (211).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Caracterizacion sociodemografica del pais y de las areas de estudio

seleccionadas

3.1.1. Republica del Ecuador

Se encuentra ubicada en América del Sur. Limita al norte con Colombia, al sur y al este
con Peru y al oeste con el océano Pacifico, el cual lo separa de las Islas Galapagos,
ubicadas a 1000 kilémetros. El territorio ocupa un area de 28.3561 km?, con més de 16
millones de habitantes. Las principales unidades del relieve ecuatoriano son la Ilanura
costera al norte del Golfo de Guayaquil, la seccion de la Cordillera de los Andes en el
centro del pais y un extenso sector de la llanura amazoénica ubicado al oriente del pais.
Sesenta y tres por ciento de la poblacion reside en zonas urbanas y 37,0%, en rurales.
Cabe destacar que, dada la alta densidad poblacional y su extensién territorial reducida,
la concentracion de poblados es alta, por lo que las ciudades y poblados rurales se

encuentran muy cerca unos de otros (212).

El territorio de la Republica del Ecuador se divide en: Parroquias (urbanas o rurales), las
cuales conforman los Cantones, estos las Provincias, y estas a su vez las Regiones
Administrativas. Cada una de estas entidades y los distritos metropolitanos tienen un
gobierno auténomo descentralizado, encargado de ejecutar politicas dentro de su
ambito. Las parroquias son las divisiones de cuarto nivel en la Republica del Ecuador,
siendo mas de un millar en total. Son entidades similares a los municipios 0 comunas en
otros paises, diferenciadas a su vez en urbanas y rurales. Los cantones son las unidades
territoriales de tercer nivel en Ecuador, siendo 221 en total. La Republica del Ecuador se
divide en 24 provincias que son las unidades territoriales de segundo nivel (212) (Figura
6).
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Figura 6. Mapa politico de la Republica del Ecuador donde se muestran las 24

provincias.

Fuente: https://provinciasecuador.com/mapa-politico-del-ecuador/

3.1.2. Provincia Napo

La provincia Napo cuenta con 103.697 (213) habitantes en una extensién de 13271 km?
y estd dividida en cinco cantones: Tena, Archidona, Arosemena Tola, EI Chaco y
Quijos. Existe en la provincia una alta/moderada endemicidad de moluscos hospederos
intermediarios de A. cantonensis (26) por lo cual fue objeto de estudio para esta

investigacion.
3.1.2.1. Cant6n Tena

La poblacion de este cantdn es de aproximadamente 79.337 (213) distribuida en una
superficie de 3 904 km? una altitud de 500 m.s.n.m. Presenta abundante vegetacion
tropical, en donde existen especies y géneros de flora y fauna como en ningun otro
sector del pais. La temperatura promedio es de 25°C, siendo calido-humedo por la
presencia de la selva y la humedad es de 90 a 100%. Tena es la cabecera cantonal y
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capital de la provincia, estd conformada por siete parroquias: Tena (urbana) y Pano,
Talag, Puerto Napo, Misahualli, Ahuano y Chontapunta (rurales) (212).

3.1.2.2 Cantén Archidona

La poblacion es de 27.747 (213) habitantes distribuida en una superficie de 3039.2 kmz2.
El clima es calido himedo, con precipitaciones que varian entre los 4.000 y 5.000 mm
anuales, su altitud 577 m.s.n.m con una temperatura promedio de 24°C y una presion
atmosférica de 712 mm hg. El canton esta conformado por las parroquias: Archidona
(urbana) y Cotundo y San Pablo de Ushpayacu y Hatun Sumaku (rurales) (212).

3.1.2.3. Cantén Arosemena Tola

La poblacion de 4.625 (213) personas, cuenta con una extension de 496 km? y una
altitud de 500 m.s.n.m. EIl cant6n tiene un clima que varia entre templado
permanentemente himedo (90%) en las alturas serranas a uno tropical lluvioso de la
zona plana o amazédnica. Cincuenta por ciento de la superficie de este canton presenta
abundante vegetacion tropical, en donde existen especies y géneros de flora y fauna
como en ningun otro sector del pais. También se encuentran bosques primarios que
cuentan con arboles madereros de excelente calidad, presencia de una gran cantidad de
palmeras, plantas medicinales, orquideas, plantas endémicas y fauna de todo género.
Cuenta, ademas, con una sola parroquia urbana que es Carlos Julio Arosemena Tola
(212).

En los cantones ElI Chaco y Quijos no se ha notificado la presencia de hospederos
intermediarios por lo que no se tomaron en cuenta en este estudio (212).

3.1.3. Provincia Guayas

La provincia cuenta con una poblacion de 3,645.483 habitantes, con una superficie de
17.139 kmz2. Estd dividida en 25 cantones, que a su vez estan conformados por
parroquias, las cuales en total suman 50 parroquias urbanas y 29 parroquias rurales
(212). En esta provincia se han reportado hospederos intermediarios y definitivos

infectados con A. cantonensis (26).
3.1.3.1. Cantén Guayaquil

La poblacion es 2.350.915 habitantes y una extensién de 4196,37 km?2 posee 16

parroquias urbanas y 5 rurales. La ciudad tiene una temperatura calida durante casi todo
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el afio con una temporada himeda y otra lluviosa. En este estudio las parroquias
Ximena, Tarqui, Roca, Garcia Moreno, Urdaneta, Letamendi y Olmedo constituyeron
las areas controles, donde los médicos de atencion primaria de salud no recibieron

intervencion educativa (grupo sin intervencion) (212).

3.2. Disefo de estudio

Se realizd una investigacion con disefio mixto prospectivo, entre 2017 y 2019, que

incluyd tres estudios:

1. Corte transversal con el objetivo de estimar la prevalencia e intensidad promedio de
la infeccion, para lo cual se colectaron L. fulica en los cantones Tena, Archidona y

Arosemena Tola, provincia Napo durante junio a septiembre de 2019.

2. Experimental filogenético que incluyd cinco provincias amazonicas u orientales
(Orellana, Sucumbios, Napo, Zamora y Pastaza) y en seis provincias del litoral costero
(Guayas, Manabi, El oro, Los rios, Esmeralda y Santa Elena), con el objetivo de
establecer las relaciones filogenéticas entre los aislamientos del parésito de diferentes
provincias del pais y el resto del mundo. El estudio se realizé entre mayo de 2017 y
abril de 2019.

3. Cuasi-experimental, que abarcd tres etapas: diagnostica (para explorar los CPP de los
médicos de atencidon primaria que laboran en las comunidades antes mencionadas);
intervencion educativa (para aminorar posibles insuficiencias detectadas) y, por ultimo,
la evaluacion de los conocimientos adquiridos post-intervencion educativa. El estudio se
realiz6 entre noviembre de 2017 y agosto de 2018. Para establecer las comparaciones
correspondientes se incluyo el grupo control (médicos que no recibieron intervencién

educativa).

3.3. Poblacién segun tipo de estudio

El estudio de prevalencia e intensidad promedio de la infeccién por A. cantonensis en L.
fulica se realizd en localidades de tres cantones de la provincia Napo, localizada en la
region amazoénica u oriental, donde previamente ha sido notificada la presencia de
hospederos intermediarios infectados. La seleccion de Napo estuvo basada en los
resultados de dos estudios exploratorios (linea base) que abarcaron dos periodos 2008-

2014 y 2014-2017 que identificaron a la provincia Napo con una elevada proporcion de
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caracoles infectados por A. cantonensis (30,3%, datos INSPI no publicados y 27,20%
(26). Por otra parte, ciertas costumbres culinarias de consumir hospederos
intermediarios, asi como la manipulacion de los mismos en una comunidad que es
sobretodo rural, coloca a esta poblacion en particular en riesgo de adquirir la
enfermedad (62). Ademas, se contd con la importante aprobacion de las autoridades de
salud y gobernanza para abordar los estudios en Napo.

Para el estudio de la filogenia del parasito se recolectaron L. fulica en cada una de las
once provincias seleccionadas (cinco amazonicas u orientales en el Este y seis del litoral
costero en el Oeste), en la busqueda de larvas L3 de A. cantonensis, para la posterior
reproduccion del ciclo bioldgico en el laboratorio y obtencidn de parasitos adultos. La
seleccién de las provincias a estudiar se baso en informacion previa sobre la presencia
de hospederos intermediarios infectados en esas provincias (13),(26). Ademas, se
escogieron las provincias del litoral costero y la de la region amazénica teniendo en
cuenta que entre ambas zonas geograficas existe una separacion geografica natural que
es la cordillera de los Andes que podria eventualmente explicar la aparicion de posibles

diferencias genéticas entre los aislamientos de ambas regiones.

Ademas, se aplicd una encuesta de CPP al universo de profesionales de atencion
primaria (163 médicos), sobre la angiostrongiliasis. Este personal labora en las
Unidades de Salud de los cantones Tena, Archidona y Arosemena Tola de Napo, y en
las siete parroquias del canton Guayaquil de Guayas. Para atenuar las deficiencias
encontradas se realizaron un grupo de acciones con los médicos de la provincia Napo y
seis meses mas tarde, se aplicd la misma encuesta al universo de médicos participantes

en el estudio.

3.4. Capturay procesamiento de Lissachatina fulica. Obtencion de las larvas

En el estudio con hospederos intermediarios (L. fulica) se recolectaron los caracoles en
localidades de los cantones de Tena, Archidona y Arosemena Tola. La recoleccion de
los ejemplares se realizé en regiones himedas, en los alrededores de las Unidades de

Salud donde trabajan los medicos a los que se les aplic la encuesta.

La captura manual de ejemplares de los hospederos intermediarios (L. fulica), se realizd
mediante el método de captura por unidad de esfuerzo en 15 minutos (214), en las

localidades atendidas por las 14 Unidades de Salud consideradas en el estudio.
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Los caracoles recolectados en el terreno se procesaron para la extraccion del tejido
blando mediante la aplicacion del método de Lovato-Paraense modificado (215). Se
separ0 en su totalidad la membrana paleal, la que alberga 85% de las larvas infecciosas
del caracol (216), (217), la misma se colocé en placas de Petri con 2,5 mL de jugo
gastrico artificial (1,6 g pepsina (Sigma-Aldrich, EUA), 500 mL de solucién de HCI a
0,08%, NaCl 0,20%, pH 1,2) durante 6 horas (218).

El contenido de las placas se centrifugd (BD Clay Adams™ Dynac™ III Centrifuge
(Thermo Fisher Scientific, EUA) a 300 g por 5 minutos y se eliminé el sobrenadante.
Una vez obtenidas las larvas se examinaron bajo un microscopio estereoscopico Motic
SMZ-168™ (MOTIC INSTRUMENTS INC, China) en busca del movimiento tipico de
las larvas en Q o en S (0,75x). Este rasgo de comportamiento no se ha observado en
otras especies de nematodos de vida libre y, por tanto parece distintivo de A.
cantonensis (219). Finalmente, se observaron en un microscopio Olympus CX31 TM
(Olympus Corporation, Japon) para realizar la identificacién taxondmica (objetivo 40X)
de los nematodos basada en los parametros morfolégicos previamente estudiados (119),
(120), (219), (220).

Un procedimiento similar se siguié con L. fulica colectadas en las diferentes provincias

para el estudio de filogenia.

3.5. Estimacién de la prevalencia e intensidad promedio de infeccion por

Angiostrongylus cantonensis en Lissachatina fulica

Se determind la prevalencia de infeccion por A. cantonensis en L. fulica segln se

expone a continuacion (221):

Prevalencia de infeccién = niUmero de caracoles infectados con L3 x 100
ndmero total de caracoles colectados

Las L3 encontradas en los caracoles recolectados en las diferentes localidades de los
cantones en estudio se cuantificaron con el propdsito de estimar la intensidad de la
infeccion con la aplicacién del siguiente célculo (222), (223):

Intensidad promedio de infeccion = numero total de L3 en caracoles por localidad
por localidad numero total de caracoles infectados
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3.6. Infeccion experimental de ratas

En el estudio de filogenia se utilizé el ADN obtenido de parésitos adultos, tal como se
ha reportado en estudios previos (187), (188), (224), (225), (226), (227). Para tal efecto,
las L3 obtenidas de L. fulica recolectados en las once provincias se utilizaron para
infectar experimentalmente ratas hembra adultas R. novergicus, cepa Wistar con 12
semanas y 200 = 2 g de peso corporal. Las ratas fueron suministradas por el Bioterio del
INSPI, con sus correspondientes certificados sanitarios y de calidad genética. Este
procedimiento se realizd con el fin de reproducir el ciclo de vida del paréasito en el
Centro Nacional de Referencia de Parasitologia. Se administraron por via oral, con
auxilio de una pipeta, un promedio de 150 L3 (contadas en cdmara de Neubauer) a cada
una de las ratas. Las ratas infectadas se separaron en jaulas individuales (dos
especimenes por jaula) y se identificaron segun el lugar de origen (provincia) de donde

fueron recolectadas L. fulica infectadas.

El manejo de los animales se realiz6 de acuerdo con la guia para el mantenimiento y uso
de animales de experimentacion del laboratorio, siguiendo la Legislacion sobre la
proteccion de animales utilizados con fines cientificos Directiva 2010/63/UE
modificada por Reglamento de la Unidn Europea (UE) 2019/1010 (228). Los animales
permanecieron bajo condiciones controladas de temperatura (21-24°C) y humedad
(60,0%), ciclo alternativo de luz/oscuridad de 12 horas, y recibieron alimentacién y

agua a pH de 7,0, ad libitum.

Una vez transcurrido el tiempo promedio de duracion del ciclo de vida del parasito
desde su estado larval hasta llegar a adulto (32-35 dias), se examiné la cavidad toracica
de cada rata (corazén, arterias pulmonares y pulmones) en busca de nematodos
parasitos, juveniles o adultos, segun protocolos previamente establecidos en el INSPI
(13). La morfologia de la bursa y el tamafio de las espiculas caudales se utilizaron como
caracteristicas taxonomicas para la identificacion de los parésitos. Los nematodos
adultos de las dos ratas infectadas con especimenes que representan cada provincia se
guardaron en un Unico recipiente en alcohol a -90° C y fueron debidamente

identificados.
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3.7. Analisis molecular y filogenético

3.7.1. Obtencion de ADN gendmico

Los parésitos adultos encontrados en las dos ratas que representan cada provincia se
cortaron con un bisturi en pedazos diminutos y se maceraron en solucién salina (0,9%
de NaCL). EI ADN se extrajo utilizando el juego de reactivos QlAamp® DNA Mini Kit
(QIAGEN, Holanda), de acuerdo con el protocolo del fabricante. EI ADN extraido se
identificd segun su origen, se almacend en alicuotas de 50 pL a -80°C hasta su posterior
amplificacion mediante la técnica de la PCR. La concentracion de ADN se midid
directamente en un espectrofotémetro (Nanodrop 2000, Thermoscientific, EUA).

3.7.2. Reaccion en cadena de la polimerasa

Al ADN extraido de aproximadamente 40 a 50 parasitos adultos se les realiz6 la PCR
para amplificar el gen que codifica la citocromo oxidasa subunidad 1 (185). La PCR se
realizd en un volumen total de 25 pL que contenia 12,5 pL de GoTag® colorless
mastermix (DNA polimerasa 2x, 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM
dTTP) y 3mM MgCl,, pH 8,5); 1,5 uL de 10 uM de cada cebador (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, EUA) previamente reportados para el marcador genético seleccionado
(185); 5,5 puL de agua destilada y 4 uL de ADN genomico. Se utilizé un control positivo
que consistio en ADN (extraido el 6/03/2017) de parasitos adultos obtenidos de una rata

silvestre (Rattus rattus) y un control negativo con agua ultrapura.
Los cebadores utilizados fueron:

col-F ('TAAAGAAAGAACATAATGAAAATG3')

c0l-R 3'TTTTTTGGCATTCCTGAGGTS")

La PCR se efectud utilizando un termociclador de la marca Bio-Rad (C1000 Touch
Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories, Inc., EUA).

Se realizaron modificaciones al protocolo original descrito por Apichat y colaboradores
(185), con el fin de estandarizar la técnica en el laboratorio del INSPI y obtener el
fragmento amplificado deseado de un peso de 450 pares de bases, quedando el

protocolo de la siguiente manera:
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Gen col: 94°C durante 5 minutos; seguido de 30 ciclos de 94°C durante 1 minuto, 48°C
durante 30 segundos y 72°C durante 60 segundos; con una extension final a 72°C
durante 5 minutos (185).

El tamafio del amplicon para el gen que codifica la citocromo oxidasa subunidad 1 es de
450 pb (185).

Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa
(Promega, EUA) 1,2% en tampén de corrida Tris-acetato de 0,04 M, acido
etilendiamino tetraacético 1Mm, pH 8,0. (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, EUA).
Brevemente, se afiadieron al gel de agarosa 10 pl de colorante Syber® 1x (10000 Xx)
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, EUA). Como tampon de carga, se utilizd
Blue/Orange Loading Dye, 6x (Promega, EUA), y como marcador de peso molecular
TrackItTM 100 pb (0,1 pg/uL) con un rango de 100 a 1000 pb (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, EUA). La corrida electroforética se realiz6 a 80 V durante 55 minutos
con la fuente Bio-Rad (Bio-Rad PowerPac™ HC, EUA). Los productos se visualizaron
en un fotodocumentador (Bio-Rad ChemiDocTM XRS, Bio-Rad, EUA).

3.7.3. Purificacion de los productos de la PCR y secuenciacion

La purificacion de los productos de la PCR y la secuenciaciéon de las cadenas de
nucleotidos correspondientes a los productos amplificados a partir del gen que codifica
la col, se realizaron por el servicio de bioquimica de la Universidad de las Américas
(Ecuador). Para este ultimo proceso, se emplearon los mismos cebadores utilizados en
la reaccion de amplificacion. Para la secuenciacion de Sanger se utiliz6 un analizador
genético Applied Biosystems® 3130 (EUA).

Los electroferogramas resultantes se editaron con el programa Geneious 7.0
(BIOMATTERS®, Australia). A partir de las secuencias sentido y antisentido de cada
muestra amplificada y secuenciada, se construyeron las secuencias consenso 0

CONTIGS (229). Las secuencias consenso fueron depositadas en el Banco de Genes.

3.7.4. Estudios de filogenia

Las secuencias ensambladas se alinearon con las de referencia que representan los
clados acl a acl6 utilizando el algoritmo MUSCLE del programa MEGA10 (Molecular
Evolutionary Genetic Analysis version X, (www.megasoftware.net) (230). La
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reconstruccion filogenética se realizé mediante los métodos de Maxima Verosimilitud
(Maximum likelihood) (225), Union al Vecino (Neighbour Joining,) (226) y Maxima
Parsimonia (Maximun Parsimony) (231), con la utilizacion de un modelo evolutivo
HKY (232) recomendado por el programa, con una tasa de distribuciéon gamma y un
bootstrap de 1000 réplicas, con un punto de corte de 50% (233). Se consider6 como
grupo externo las secuencias Angiostrongylus vasorum numero de espécimen D28a
citocromo oxidasa subunidad 1 (nimero de acceso al banco de genes GQ982) y
Angiostrongylus costaricensis nimero de espécimen 6971 co 1 (nimero de acceso al
banco de genes G1138116).

3.8. Conocimientos, percepciones y practica sobre la angiostrongiliasis de médicos
de atencion primaria de la provincia Napo, antes y después de una intervencion

educativa

Se trata de un estudio cuasiexperimental para explorar las posibles insuficiencias
cognoscitivas, perceptuales y conductuales en relacién con el diagndstico, tratamiento y
control de la angiostrongiliasis, mediante la aplicacion de una encuesta de CPP (Anexo
1), posteriormente, se realizd la intervencion educativa para atenuar posibles
insuficiencias y, por ultimo, se evaluaron los conocimientos adquiridos post-

intervencién educativa.
3.8.1. Universo de estudio

Fueron convocados al estudio el universo de médicos de atencion primaria, para un
total de 163 galenos: 66 médicos que prestan servicios en las Unidades de Salud de
tres cantones de la provincias Napo (Tena, Archidona y Arosemena Tola) y en las
Unidades de Salud (97 médicos) de las siete parroquias del canton Guayaquil de la

provincia Guayas. Estos Gltimos, constituyen el grupo sin intervencion educativa.

3.8.2. Criterios de inclusién y exclusién

Se incluyeron los médicos con nombramiento que trabajaban en Unidades de Salud de
atencion primaria, y que de forma voluntaria expresada en la firma del consentimiento
informado estuvieron de acuerdo en participar en el estudio. Se excluyeron los médicos

especialistas y los que se encontraban en servicio rural.
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3.8.3. Etapas de estudio
3.8.3.1. Diagnostica
Esta etapa incluyd desde la preparacion y validacion del cuestionario hasta la aplicacion

de la encuesta.

3.8.3.1.1. Preparacion del cuestionario

Con el objetivo de elaborar un cuestionario se realizaron entrevistas abiertas a un grupo
de médicos de atencidn primaria, que no formarian parte de los grupos de estudio. El
mismo quedd conformado por los siguientes temas: generalidades (3 preguntas), ciclo
de vida (6 preguntas), manifestaciones clinicas (4 preguntas), diagndstico (4 preguntas),
tratamiento (2 preguntas), prevencion (2 preguntas), percepcion (2 preguntas) y practica
del entrevistado en relacién a la enfermedad (2 preguntas) para un total de ocho temas y
25 preguntas.

3.8.3.1.2. Validacion del cuestionario

La propuesta de cuestionario a utilizar, se consultd con expertos del Departamento de
Parasitologia del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri”(IPK). La factibilidad del
empleo del cuestionario preliminar se ensayé mediante un estudio de validacion que se
aplico a nueve médicos especialistas en infectologia. Para ello, cada uno de los médicos
evalud las 25 preguntas utilizando la escala de Likert de 1 a 5 (que va desde total
desacuerdo-hasta muy de acuerdo (234), con el fin de medir el nivel de acuerdo o
desacuerdo de los profesionales con las preguntas de la encuesta. Posteriormente, se
calculo el coeficiente alfa de Cronbach para medir la fiabilidad de la escala. Para el
presente estudio, se consideraron apropiados valores de alfa de Cronbach por encima de
0,8 segln criterios previamente establecidos (235). El proceso de validacion arroj6
como resultado un coeficiente de Cronbach de 0,962; por lo que el cuestionario se
consider6 aceptable para su aplicacién a los médicos de atencion primaria participantes.
Este cuestionario sirvid para el establecimiento de una linea base y para la evaluacion de
una intervencion dirigida a disminuir las deficiencias encontradas con la primera

aplicacion de la encuesta.
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3.8.3.1.3 Aplicacion de la encuesta

La encuesta definitiva se aplico, por el responsable de la investigacién, al universo de
meédicos de atencidn primaria, 163 médicos en total, entre los meses de noviembre-
diciembre de 2017.

3.8.3.2. Intervencion para atenuar el problema

Los médicos se separaron en dos grupos: el grupo con intervencion (integrado por 64
médicos de atencion primaria de los catorces Unidades de Salud de los tres cantones de
la provincia Napo) y el grupo sin intervencion (conformado por 92 médicos de las siete
parroquias del cantén Guayaquil de la provincia Guayas a los que no se les realizd

intervencion).

3.8.3.2.1. Componentes de la intervencion

La intervencion consistio en un ciclo de cinco conferencias de actualizacion sobre
generalidades del parésito, epidemiologia, manifestaciones clinicas, diagndstico,
tratamiento y medidas de prevencion y control de la angiostrongiliasis, que incluyo
discusiones de casos. Ademas, se preparé y distribuyé un manual titulado
“Angiostrongiliasis. Biologia, clinica, diagnéstico y tratamiento,” a todos los médicos
de forma gratuita. Para la preparacion de este manual se revisaron, con el auxilio de
diferentes buscadores electrénicos, los articulos sobre angiostrongiliasis o relacionadas
con esta parasitosis, publicados durante el periodo 2000-2018.

La forma de organizacion de la ensefianza: consistié en conferencias (12 horas), clase
practica (4 horas) y estudio independiente (4 horas). La evaluacion final 4 horas. A cada
participante se le entregd una carpeta digital con articulos actualizados sobre el tema

objeto de estudio.

3.8.3.3. Evaluacion de los conocimientos adquiridos post-intervencion

Seis meses después de finalizada la intervencidn educativa se aplicé la misma encuesta
a los medicos de ambos grupos de estudio, lo cual permitio evaluar si los médicos

entrenados habian asimilado o no los conocimientos tedricos impartidos.
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3.9. Analisis de los resultados

Para dar salida al objetivo 1: Estimar la prevalencia e intensidad promedio de infeccion
por A. cantonensis en L. fulica de tres cantones de la provincia Napo, Republica del
Ecuador. Se revisaron los datos obtenidos en el trabajo de campo, que incluyeron el
numero de hospederos intermediarios recolectados (infectados y no infectados). Se
calcul6 la prevalencia de infeccion por L3 de A. cantonensis en L. fulica, asi como la
intensidad de la infeccion.

Para dar salida al objetivo 2: Establecer las relaciones filogenéticas entre los
aislamientos del paréasito de diferentes provincias del pais. A partir de las secuencias
nucleotidicas correspondientes a cada muestra, alineadas con otras secuencias de otras
partes del mundo previamente publicadas en el banco de genes, se construyeron los
arboles filogenéticos. Se procedid segun lo descrito en el acapite 3.7.4. y apoyados en el
programa MEGA, para la construccion del arbol filogenético.

Para dar salida al objetivo 3: Evaluar los conocimientos sobre angiostrongiliasis en
médicos de atencion primaria de tres cantones de la provincia Napo, Republica del
Ecuador, antes y después de la intervencion educativa. Se confecciond una base de
datos en Access 2016 para introducir los resultados de las encuestas y almacenar toda la
informacion necesaria, con doble entrada de datos, para el posterior anlisis exhaustivo
de la informacion recolectada. Los datos discordantes se rectificaron solamente por los
investigadores a partir de los registros originales. Se tomaron las precauciones
adecuadas para que cualquier correccién que hubiese que realizar no introdujera
confusion lo que garantiza la validez interna del estudio. Posteriormente, se realizo el

analisis de la informacion con el software estadistico IBM, SPSS, version 25 (236).

Se compararon las medias de respuestas correctas de los médicos incluidos en los
siguientes grupos: grupo con intervencion y sin intervencion (primera aplicacion de la
encuesta, grupo con intervencién y sin intervencion (segunda aplicacion de la encuesta),
grupo con intervencion (primera y segunda aplicacion de la encuesta) y grupo sin
intervencion, (primera y segunda aplicacion de la encuesta). Para ello se aplicd el

estadistico t-Student.

Se realizo la prueba de comparacion de proporciones de las respuestas correctas a cada

pregunta antes y después de la intervencion, para lo cual se utiliz6 la prueba Chi-
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cuadrado de McNemar. Se consider0 diferencias estadisticamente significativas para los

valores de P< 0,05.

3.10. Clasificacion de variables

Acerca de lo que el profesional encuestado conoce, percibe y practica en relacion con la

angiostrongiliasis. Para todas las variables del cuestionario, se calculd el nimero y

porcentaje de respuestas correctas.

Tema generalidades

Etiologia de angiostrongilosis, variable independiente, cualitativa nominal
politdmica con cinco categorias: bacteriana; viral; parasitaria; micotica y no es
una enfermedad infecciosa.

Paises o0 areas geogréaficas més afectadas, variable independiente, cualitativa
nominal politdmica con cinco categorias: paises del continente africano; paises
del continente europeo; predomina en sureste asiatico; paises del continente
americano Yy esta enfermedad predomina en cualquier lugar del mundo.

Via de transmision, variable independiente, cualitativa nominal politdmica con
cinco categorias: ingestion de carnes crudas; ingestion de aguas contaminadas;
por transfusiones de sangre; ingestion de moluscos y caracoles crudos y por

relaciones sexuales sin proteccion.

Tema ciclo de vida

Hospederos definitivos habituales, variable independiente, cualitativa nominal
politdbmica con cinco categorias: caracoles y moluscos de agua dulce; ratas y
otros roedores; seres humanos; perros, gatos y otros animales mamiferos y peces
y langostinos de agua dulce.

Hospederos intermediarios habituales, variable independiente, cualitativa
nominal politdmica con cinco categorias: diferentes especies de plantas
acuaticas; seres humanos; ratas y otros roedores; perros, gatos y otros mamiferos
y diferentes tipos de moluscos y caracoles.

Localizacion del parasito adulto, variable independiente, cualitativa nominal
politdmica con cinco categorias: pulmones de la rata y otros roedores; pulmones
de los seres humanos; intestinos de los seres humanos; cerebro de los seres

humanos y en ninguna de las localizaciones anteriores.
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Localizacion del parasito en su forma larvaria, variable independiente,
cualitativa nominal politdmica con cinco categorias: pulmones de la rata y otros
roedores; pulmones de los seres humanos; intestinos de los seres humanos;
cerebro de los seres humanos y en ninguna de las localizaciones anteriores.
Hospederos accidentales, variable independiente, cualitativa nominal
politdbmica con cinco categorias: ratas y otros roedores; peces y langostinos de
agua dulce; el hombre y otros mamiferos; caracoles y moluscos de agua dulce y
diferentes especies de plantas acuaticas.

Forma infectante del parasito, variable independiente, cualitativa nominal
politdbmica con cinco categorias: L1 que se encuentran en los hospederos
definitivos; larvas L3 que se encuentran en el tejido de los hospederos
intermediarios; larvas L5 que se encuentran en el hospedero definitivo y en el
hospedero accidental; huevos de A. cantonensis en el hospedero definitivo y

ninguna de las anteriores.

Tema clinica

Manifestaciones clinicas, variable independiente, cualitativa nominal politomica
con cinco categorias: meningitis, encefalitis y lesiones oculares con marcada
eosinofilia; no se presentan manifestaciones oculares; los casos que se presentan
con encefalitis son muy frecuentes y siempre son fatales; la toma pulmonar es
muy frecuente y produce sindrome de Loeffler y los planteamientos anteriores
son posibles.

Periodo de incubacion, Variable independiente, cualitativa nominal con cinco
categorias: de 3 a 6 meses; de 6 meses a 1 afio; de 1 a 3 semanas; de 1 a 3 dias 'y
menor a 24 horas.

Infeccion parasitaria, Variable independiente, cualitativa nominal politdmica
con cinco categorias: se resuelven espontaneamente sin tratamiento especifico; se
convierte en una infeccion cronica que dura afios; se convierte en una infeccion
sistemica con compromiso multiorganico; produce tumoraciones en el
parénquima cerebral y ninguna de las anteriores.

Duracion de la enfermedad, Variable independiente, cualitativa nominal
politdbmica con cinco categorias: 1 semana; 2 a 8 semanas; 8-12 meses; 3-7 dias y

ninguna de las anteriores.
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Tema diagnostico

Diagnostico en Ecuador, variable independiente, cualitativa nominal
politdmica con cinco categorias: visualizacion del agente etiolégico en muestras
de sangre, orina y heces; a través de la sintomatologia clinica y antecedentes
epidemioldgicos; presencia de larvas de A. cantonensis en muestras de saliva;
presencia de larvas de A. cantonensis en biopsias de piel y ninguno de los
planteamientos anteriores es correcto.

Hallazgo de laboratorio, variable independiente, cualitativa nominal politdmica
con cinco categorias: cifras de hemoglobina notablemente disminuidas; aumento
significativo de las transaminasas hepaticas; disminucion de los niveles de
glucosa en sangre; presencia de mas de 10% de eosindfilos en el LCR y
presencia abundantes plaquetas en el frotis de sangre periférica.

Meétodos de diagndstico indirecto, variable independiente, cualitativa nominal
politdmica con cuatro categorias: métodos de ELISA e inmunotransferencia
tienen una sensibilidad media y baja especificidad; Tomografia Axial
computarizada no tiene mucha utilidad; ecografia permite el diagnostico y
ninguno de los planteamientos anteriores son correctos.

Hallazgo de larvas en liquido cefalorraquideo, variable independiente,
cualitativa nominal politdmica con cinco categorias: 50-60% de los casos; 80-
60% de los casos; 1% de los casos; nunca se encuentra en LCR y ninguna de las

anteriores.

Tema tratamiento

Tratamiento médico, variable independiente, cualitativa nominal politémica
con cinco categorias: uso de corticosteroides como terapia Unica y/o albendazol
0 mebendazol; extraccion quirurgica del parasito; ivermectina, dosis Unica; se
recomienda el uso de prednisolona por via oral durante 12 meses; la mejor
opcion es utilizar antibioticos de amplio espectro durante 7 dias; todos los
planteamientos anteriores son correctos.

Tratamiento ante dafio ocular, variable independiente, cualitativa nominal
politdbmica con cinco categorias: remocion quirurgica del parasito intraocular;
terapia con laser retinal; esteroides tdpicos; esteroides sistémicos acompariados
de albendazol o mebendazol y tratamiento sistemico solo con antihelminticos en

dosis elevadas.
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Tema prevencion

— Medidas profilacticas, variable independiente, cualitativa nominal politbmica
con cinco categorias: hervir el agua de consumo humano; coccién adecuada de
caracoles 0 moluscos antes de ser ingeridos; disposicion adecuada de residuos
liquidos y solidos en las comunidades; examen adecuado de las donaciones de
sangre antes de ser utilizadas y todas las medidas anteriores son adecuadas para
evitar contraer esta enfermedad.

— Otras medidas, variable independiente, cualitativa nominal politbmica con
cinco categorias: uso de vacunas; uso de antihelminticos, examenes de heces
periddicos, deteccion de anticuerpos en el suero y ninguna de las anteriores.

Tema percepcidn

— Frecuencia de la enfermedad en Ecuador, variable independiente, cualitativa
nominal politbmica con tres categorias: es una causa muy frecuente de
enfermedad; es una causa poco frecuente de enfermedad y nunca se han
presentado casos de enfermedad producida por este parésito.

— Formacién de pregrado sobre la tematica, Variable independiente, cualitativa
nominal politdmica con tres categorias: fueron suficientes; fueron insuficientes y
no se les proporciono ninguna informacion sobre las enfermedades que produce.

Tema practica

— Conducta a seguir ante situacion problémica uno, variable independiente,
cualitativa nominal politdmica con tres categorias: da tratamiento sintomatico y
lo envia a su casa; da una hoja de interconsulta para que vaya al hospital el dia
lunes al gastroenter6logo y lo envia inmediatamente al hospital més cercano.

— Complementarios ante situacion problémica dos, variable independiente,
cualitativa nominal politomica con cinco categorias: busqueda del parasito en
LCR y conteo de eosinofilos, ademas de conteo de eosindfilos en sangre;
examen de gota gruesa y frotis de sangre periférica, basqueda del parasito en las

deposiciones, hemocultivo y cultivo de orina.

3.11. Control de sesgos

En cuanto a la seleccidn de los individuos participantes se insistio en el uso correcto de

los criterios de inclusion y exclusion expuestos en el acapite 3.8.2.
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Se cred una base de datos que identifico a cada uno de los encuestados con un nimero,
ademas de las iniciales del nombre. Toda la informacion generada se ingreso por el
personal autorizado para tales fines, a doble entrada para evitar sesgo de introduccion de

datos e informacion faltante.

3.12. Aspectos éticos

El protocolo fue aprobado por la Comision de Etica de Investigaciones en seres
Humanos (CEISH) de la Clinica Kennedy de la Ciudad de Guayaquil, aprobado por el
Ministerio de Salud de Ecuador, cddigo Unico de aprobacién DIS-CEISH-HCK-09-014.
La investigacion que se propuso no entrafia riesgos para el medio ambiente ni para los
participantes en la misma.

A todos los médicos de atencidn primaria de las localidades de estudio que cumplieran
con los criterios de inclusion antes referidos se les extendi6 un modelo de
consentimiento informado (Anexo 2) con el propdsito de que dejaran constancia escrita

de su conformidad.

Durante el tiempo que dur6 el estudio los miembros del equipo de investigacion

garantizaron que los participantes recibieran la informacion que solicitasen.

Para garantizar la confidencialidad o privacidad de los datos de los encuestados, el
equipo de investigacion manejé la informacion con estricta confidencialidad. Solo los
investigadores responsables tuvieron acceso a la base de datos. Ademas, se informé que
los participantes en el estudio podian abandonar la investigacion en cualquier momento
sin que esto implicara sancion alguna.

Los investigadores no declararon conflictos de intereses.
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IV. RESULTADOS

4.1. Prevalencia e intensidad promedio de infeccion por A. cantonensis en

Lissachatina fulica de tres cantones de Napo, Republica del Ecuador

En las catorce localidades estudiadas de los tres cantones de la provincia Napo se
recolectaron 1 476 L. fulica, encontrdndose 687 infectados con L3 de A. cantonensis, lo
que corresponde a 46,54% de infeccion. En el total de L. fulica infectadas se
encontraron 2 236 larvas, es decir, 3,25 larvas por cada caracol infectado. En las
localidades, alrededores HIMVI, Muyuna, Misahualli, Archidona, Arosemena Tola,
Puerto Napo, Satelital Tena se encontr6 una prevalencia promedio de L. fulica
infectadas por localidad superior a la prevalencia promedio de infeccion total,
destacandose Archidona y Arosemena Tola con una mayor intensidad de infeccion. Si
se analiza por canton la mayor prevalencia se obtuvo en Arosenema Tola (70,0%),
seguido de Archidona con 54,0% y de Tena con 44,12%, mientras que la mayor
intensidad de infeccion se obtuvo en el canton Archidona (5,03), seguido de Arosenema
Tola (4,90) y por ultimo, Tena (2,87) (Tabla 1).
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Tabla 1. Prevalencia e intensidad promedio de infeccion por Angiostrongylus

cantonensis en Lissachatina fulica de localidades de tres cantones de Napo, Republica
del Ecuador, 2019.

Intensidad |Prevalencia
. Caracoles | Caracoles . promedio .(%)/ .
Cantones | Localidades . Prevalencia| Larvas de intensidad
. colectados | infectados . ., .
estudiadas (%) L3 (#) | infeccion |promedio
#) #) ; .,
por de infeccion
localidad | por canton
Alrededores | 100 54 54,0 80 1,48
HIMVI
Casa del 100 45 45,0 60 1,33
Diabético
Pano 100 30 30,0 90 3,0
Muyuna 100 55 55,0 176 3,18
Ahuano 120 59 49,20 212 3,59
Misahualli 100 60 60,0 168 2,80
Tena Talag 135 24 17,77 110 4,58 44,1212 87
Shandia 121 44 36,36 150 3,40
Paushiyacu 100 42 42,0 197 4,69
Urbano 100 23 23,0 70 3,04
Tena
Puerto
100 66 66,0 125 1,89
Napo
Satelital 100 61 61,0 183 3,00
Tena
Archidon ) 54,0/5,03
Archidona 100 54 54,0 272 5,03
a
atola Tola ’ ’
Total 1476 687 46,54 2236 3,25

HJIMVI: Hospital José M. Velasco Ibarra.
Fuente: Registros del laboratorio de Parasitologia, INSPI

4.2. Infeccién experimental de ratas con L3 de Angiostrongylus cantonensis.

Analisis filogenético de parasitos adultos utilizando el gen citocromo oxidasa
subunidad 1

Previamente y con el fin de reproducir en ratas el ciclo de A. cantonensis para obtener

parasitos adultos y realizar los estudios de filogenia, se recolectaron L. fulica infectadas

en once provincias de la Republica del Ecuador.
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Con las L3 de A. cantonensis obtenidas de A. fulica se infectaron ratas y en 100% de

estas se obtuvieron parasitos adultos. Se recuperaron entre 20 y 25 adultos de cada rata
infectada con 150 L3.

A partir del ADN de los paréasitos adultos, se obtuvieron los amplicones esperados (459
pb), mediante la amplificacion del gen que codifica la citocromo oxidasa subunidad 1,
como se muestra en la figura 7. Los productos de la PCR se secuenciaron y las
secuencias nucleotidicas correspondientes a los especimenes colectados en las once

provincias se informaron al banco de genes y sus nimeros de accesos aparecen en el
anexo 3.
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Figura 7. Resultados de la PCR a partir del ADN de parasitos adultos.

M1y M2: Marcadores de peso molecular: TrackltTM 100 pb (0,1 pg / uL) con un rango de 100
a 1000 pb (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, EUA); Control positivo, control negativo,
COIP, COIN, COIO, CQIS, COlZ, COIG. Productos de la amplificacién que corresponden a
seis de las provincias estudiadas. Se observan las bandas correspondientes a los amplicones
(450 pb) obtenidos a partir del ADN de parasitos adultos.

En la tabla 2 se muestra una matriz que refleja la alta similaridad entre las secuencias de
los aislamientos ecuatorianos (entre 98,6 y 100 %).
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Tabla 2. Matriz de similaridad de secuencias nucleotidicas del fragmento de gen co 1 de los aislamientos ecuatorianos.

ng%ss E?:rfz El Oro | Zamora | Pastaza | Orellana| Napo |[Esmeraldas| Manabi | Guayas |Sucumbios

Los Rios 99 99 99 99 99 99 99 99 99 98,6
Santa Elena 99 100 100 100 100 100 100 100 100 99,6
El Oro 99 100 100 100 100 100 100 100 100 99,6
Zamora 99 100 100 100 100 100 100 100 100 99,6
Pastaza 99 100 100 100 100 100 100 100 100 99,6
Orellana 99 100 100 100 100 100 100 100 100 99,6
Napo 99 100 100 100 100 100 100 100 100 99,6
Esmeraldas 99 100 100 100 100 100 100 100 100 99,6
Manabi 99 100 100 100 100 100 100 100 100 99,6
Guayas 99 100 100 100 100 100 100 100 100 99,6
Sucumbios 98,6 99,6 99,6 99,6 99,6 99,6 99,6 99,6 99,6 99,6
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Las relaciones filogenéticas entre los parasitos de la provincia Napo y del resto de las
provincias estudiadas se analizaron en base a la informacion obtenida de las secuencias
parciales del gen que codifica la col, en comparacion con las 45 secuencias notificadas
en el banco de genes de otras partes del mundo (Anexo 4) que corresponden a los 16
haplotipos descritos para el gen col. No se encontro variabilidad genética entre los
aislamientos del parésito procedentes de la Republica del Ecuador. Se confirmé que
todos los aislamientos ecuatorianos corresponden a A. cantonensis y que las 11
secuencias de origen ecuatoriano junto a una secuencia aislada en Louisiana (EUA) se
agrupan en un clado diferente a los aislados de otras regiones del mundo, lo que
determina la existencia de un nuevo, que se asemeja a los haplotipos ac5 de Brasil y
Japon y ac 8 de Brasil (Figura 8).

Los grupos conformados se verificaron también en arboles construidos por los métodos

de Uniodn al Vecino y Maxima Parsimonia.
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Los Rios COI | MW390086 LSA10 Anglostrangylus cantanensis
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Figura 8. Arbol filogenético construido a partir de las secuencias nucleotidicas parciales
del gen que codifica la citocromo oxidasa subunidad 1 de aislados de A. cantonensis de
origen ecuatoriano (Anexo 3) y de otras secuencias notificadas en otras partes del
mundo (Anexo 4).

La reconstruccion filogenética se realizo utilizando el método de Méaxima Verosimilitud con un

modelo evolutivo HKY, una tasa de distribucién gamma y un bootstrap de 1000 réplicas,
considerando un punto de corte de 50%. Los valores de bootstrap (de izquierda a derecha) que
aparecen sobre las ramas corresponden a los métodos de Méxima Verosimilitud, Union al
Vecino y Méaxima Parsimonia, respectivamente.
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4.3. Conocimientos, percepciones y practica de médicos de atencion primaria sobre
angiostrongiliasis de tres cantones de la provincia Napo, antes y después de una

intervencién educativa

4.3.1 Evaluacion de los resultados de la aplicacién de la encuesta (etapa

diagnostica).

A continuacion, se presentan los resultados de la aplicacion de la encuesta al universo
de médicos de atencion primaria (163 médicos) de tres cantones de la provincia Napo y
de siete parroquias de cantén Guayaquil de la provincia Guayas (estos ultimos, con

posterioridad, constituyen el grupo control o sin intervencion).

Respuesta sobre aspectos cognoscitivos

La tabla 3 muestra el porcentaje de médicos con respuestas correctas a las preguntas
relacionadas con los aspectos cognoscitivos sobre la angiostrongiliasis humana. Para la
mayoria de los temas evaluados, el porcentaje de respuestas correctas se mantuvo por

debajo de 50 % con excepcion de generalidades y el diagndstico.

Tabla 3. Porcentaje de médicos encuestados con respuestas correctas a preguntas que
indagaban en aspectos cognoscitivos sobre angiostrongiliasis humana, Republica del
Ecuador, 2017-2018.

TEMAS Porcentaje de médicos encuestados con
respuesta correcta (%) (n=163)
Generalidades 69,12
Ciclo de vida 37,01
Clinica 44,94
Diagnostico 58,13
Tratamiento 33,44
Prevencion 33,74

Fuente: Cuestionario del estudio.

Para una mejor comprensién de los temas, estos se han dividido por aspectos:

Generalidades
v Del total, 96,32% (157/163) de los médicos encuestados conocian que la

angiostrongiliasis es una enfermedad de etiologia parasitaria.
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v

v

Apenas 24,54% (40/163) de los encuestados consideraron correctamente que el
parésito, con frecuencia, se localiza geograficamente en el sureste asiatico.

De los participantes, 86,50% (141/163) opinaron adecuadamente que la via de
transmision por la que se adquiere la enfermedad es por la ingestion de moluscos

y caracoles crudos.

Ciclo de vida

v

v

Clinica

Del total, 37,42 % (61/163) de los participantes consideraron correctamente que
los hospederos definitivos habituales son las ratas y otros roedores.

Menos de la mitad de los encuestados, 42,33% (69/163) conocian que los
hospederos intermediaros habituales son diferentes tipos de moluscos y
caracoles.

Apenas 22,70% (37/163) de los profesionales sefialaron correctamente que la
localizacion preferente del paréasito en su forma adulta es en pulmones de ratas y
otros roedores.

Unicamente 14,72% (24/163) de los encuestados, conocian que A. cantonensis
en su forma larvaria se localiza preferentemente en el cerebro de humanos.

Del total de encuestados, 63,19% (103/163) identificaron que el hombre y otros
mamiferos son hospederos accidentales.

Del total de médicos participantes, 41,72% (68/163) conocian que las larvas L3

es la forma infectante del parasito para el hombre.

De los participantes, 61,35% (100/163) conocian que las manifestaciones clinicas mas

caracteristicas son meningitis, encefalitis y lesiones oculares con marcada eosinofilia.

v

v

v

Menos de la mitad de los encuestados, 47,85% (78/163) respondid
correctamente que la enfermedad tiene un periodo de incubacion de 1 a 3
semanas.

De los encuestados, 52,15% (85/163) consideraron que la mayor parte de las
infecciones producida por A. cantonensis se resuelven espontaneamente, sin
tratamiento especifico.

Apenas 18,40% (30/163) de los participantes sefialaron que la enfermedad

usualmente tiene una duracién de 2 a 8 semanas.
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Diagnostico

v" De los encuestados, 90,80% (148/163) conocian que el diagndstico de la
angiostrongiliasis en Ecuador se basa fundamentalmente en la sintomatologia
clinica y en los antecedentes epidemioldgicos.

v Del total, 83,44% (136/163) consideraron correctamente que la eosinofilia de
méas de 10 % en el LCR es el hallazgo de laboratorio mas significativo en
pacientes con angiostrongiliasis.

v Solo 35,58% (58/163) de los encuestados opinaron que los métodos de ELISA e
inmunotransferencia tienen sensibilidad media y baja especificidad.

v" Unicamente 22,70% (37/163) respondieron adecuadamente que solo en 1% de
los casos es posible hallar larvas de A. cantonensis en el LCR.

Tratamiento

v" Tan solo 17,79% (29/163) de los encuestados opinaron que la conducta mas
efectiva para el tratamiento de la angiostrongiliasis es el uso de corticosteroides
como terapia Unica y/o albendazol o mebendazol.

v' De los participantes, 49,08% (80/163) conocian que la mejor opcion de
tratamiento en los pacientes que presenten dafio ocular es la remocion quirdrgica
del parasito intraocular.

Prevencion

v Ante la pregunta de cual es la mejor medida preventiva para evitar contraer la
enfermedad, 40,49% (66/163) sefialaron adecuadamente que la coccién
apropiada de caracoles 0 moluscos antes de ser ingeridos es el aspecto de
prevencion que mas se debe considerar.

v' Sin embargo, so6lo 26,99% (44/163) de los encuestados respondieron
correctamente que ninguna otra de las medidas profilacticas mencionadas, como
uso de vacunas, uso de antihelminticos, exdmenes de heces periddicos, y

deteccidn de anticuerpos en el suero, podian prevenir la infeccion.

Respuestas sobre aspectos de percepcion
v De los médicos encuestados, 52,76% (86/163) consideraron que la
angiostrongiliasis es una causa poco frecuente de enfermedad.
v Del total de encuestados, 26,99% (44/163) piensan que los conocimientos

recibidos sobre la enfermedad en las universidades fueron suficientes.
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Respuestas sobre aspectos relacionados con la practica

v" De los encuestados, 92,64% (151/163) conocian que la conducta a seguir ante la
presencia de signos y sintomas neuroldgicos y antecedentes de ingestién de
caracoles es la busqueda de atencion hospitalaria lo mas pronto posible.

v Del total, 73,01% (119/163) respondi6 correctamente que la busqueda del
parésito, el conteo de eosinofilos en el LCR y en sangre son los examenes de
laboratorio idoneos para confirmar el diagnastico.

4.3.2. Intervencion educativa

Con la aplicacion de la encuesta CPP (linea base), previo a la realizacion de este estudio
de intervencion, no se encontr6 diferencia estadisticamente significativa (P = 0,115) en
la media de respuestas correctas de los médicos que recibirian intervencion (provincia
Napo) y los que no la recibirian (provincia Guayas), respecto a las preguntas
relacionadas con los aspectos cognoscitivos de la angiostrongiliasis (Tabla 4).

Tabla 4. Comparacién de la media de respuestas correctas de los médicos antes de la
intervencion educativa segin grupo con intervencion y sin intervencion, Republica del
Ecuador, 2017-2018.

Tiempo Grupos NUmero Media Desviacion P
de las respuestas | estandar | (valor)
correctas
Antes de la Con 66 9,05 2,768 0,115
fase intervencion
intervencion Sin 97 10,30 2,435
intervencion

Fuente: Cuestionario del estudio.

La intervencion consistié en un grupo de acciones realizadas entre enero y febrero de
2018. De los 163 médicos de atencion primaria incluidos en la primera encuesta, 156
continuaron el estudio (95,70%). Las acciones de intervencion se llevaron a cabo en tres
cantones de la provincia Napo mediante la realizacion de un ciclo de cinco conferencias
de actualizacion sobre el parasito y la enfermedad que produce. Ademas, se distribuyd
el manual “Angiostrongiliasis. Biologia, clinica, diagndstico y tratamiento a todos los
médicos de forma gratuita, asi como, la distribucion de una seleccion de articulos

cientificos relacionados con el tema.
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4.3.3. Evaluacion del impacto de la intervencion educativa

Se aplico la misma encuesta que permitio el establecimiento de lineas base en relacion

con el presente estudio.
Respuesta sobre aspectos cognoscitivos

Posterior a la intervencion, la media de respuestas correctas a las 21 preguntas
relacionadas con aspectos cognoscitivos mostré diferencias estadisticamente
significativas (P = 0,004) al comparar la media de respuestas correctas de los medicos
incluidos en ambos grupos (15,89 en el grupo con intervencion y 10,28 en el grupo sin

intervencion) (Tabla 5).

Tabla 5. Comparacion de la media de respuestas correctas de los médicos después de la
intervencion educativa segun grupo con intervencion y sin intervencion, Republica del
Ecuador, 2017-2018.

Tiempo Grupos NUmero Media Desviacion P
de las respuestas | estandar | (valor)
correctas
Después de la)  Con | g4 15,89 3908 | 0,004
fase intervencion
intervencion ~ Sin 3 92 10,28 3,014
intervencion

Fuente: Cuestionario del estudio.

La media de las respuestas correctas de los médicos pertenecientes al grupo con
intervencion fue de 9,05, con la aplicacion de la encuesta por primera vez. Esta media,
experimentd un aumento significativo a 15,89 (P = 0,000) después de la intervencién
educativa, que se evidencio con la aplicacion de la misma encuesta por segunda vez
(Tabla 5). Sin embargo, en el grupo sin intervencién, la media de respuestas correctas
de los médicos, en la primera vez de aplicada la encuesta fue de 10,30 y de 10,28 en la
segunda vez de aplicada la misma. No se obtuvo diferencias estadisticamente
significativas (P = 0,924) en la calidad de las respuestas de los médicos al comparar los

resultados de las dos encuestas realizadas (Tabla 6).
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Tabla 6. Comparacion de las medias de las respuestas correctas de los médicos antes y

después de la fase de intervencion educativa, segun grupo con y sin intervencion,
Republica del Ecuador, 2017-2018.

Grupos Tiempo NUmero Media de las Desviacion P
respuestas estandar | (valor)
correctas

Con Antes de la 66 9,05 2,768 0,000
intervencion | intervencion
Después de la 64 15,89 3,908
intervencion
Sin Antes de la 97 10,30 2,435 0,924
intervencién | intervencion
Sin 92 10,28 3,014
intervencion

Fuente: Cuestionario del estudio.

En la tabla 7 se muestran los resultados de la comparacién del porcentaje de médicos

con respuestas correctas a las preguntas sobre aspectos cognoscitivos del grupo con

intervencion, segin tema, antes y después de la intervencion educativa. De manera

general, como se esperaba, a partir de la intervencion educativa realizada a los médicos

del grupo intervencion, la proporcion de respuestas correctas incrementd en todos los

temas evaluados de manera significativa.

Tabla 7. Comparacion del porcentaje de médicos encuestados con respuestas correctas

antes y después de la fase de intervencién educativa, segin tema, Napo, Republica del
Ecuador 2017-2018.

TEMAS Porcentaje de médicos encuestados con respuesta P
correcta (%) (valor)
Antes de la intervencion | Después de la intervencion
(n=66) (n=64)
Generalidades 63,13 83,85 0,00
Ciclo de vida 34,09 77,60 0,00
Clinica 42,80 71.09 0,00
Diagnostico 56,43 83,98 0,00
Tratamiento 34,09 67,18 0,00
Prevencion 26,51 58,59 0,00

Fuente: Cuestionario del estudio.
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En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos al comparar el porcentaje de
médicos encuestados con respuestas correctas a preguntas que indagaban en aspectos
cognoscitivos sobre angiostrongiliasis humana, antes y después de la fase de

intervencion educativa, segun aspectos o topicos evaluados en cada tema:
Generalidades

v Una alta proporcion de encuestados conocen que la angiostrongiliasis es una
enfermedad de etiologia parasitaria (92,42%, 61/66, antes vs. 98,44%, 63/64,
después P = 0,500).

v Después de la intervencion, se incrementd en mas de la mitad los encuestados
que consideraron correctamente que el parasito, con frecuencia, se localiza
geogréficamente en el sureste asiatico (25,76%, 17/66, antes vs. 59,38%, 38/64,
después P = 0,000).

v" Una mayor proporcion de médicos consideraron adecuadamente que la via de
transmision por la que se adquiere la enfermedad es por la ingestion de moluscos
y caracoles crudos (71,21%, 47/66, antes vs. 93,75%, 60/64, después P = 0,002).

Ciclo de vida

v" Con posterioridad a la puesta en marcha de las acciones, se incremento, el
numero de encuestados que opinan que los hospederos definitivos habituales son
las ratas y otros roedores (33,33%, 22/66, antes vs. 92,19%, 59/64, después P =
0,000). mientras que los hospederos intermediaros habituales son diferentes
tipos de moluscos y caracoles (42,42%, 28/66, antes vs. 89,06%, 57/64, después
P =0,000).

v Se incremento la proporcion de encuestados que sefialaron adecuadamente, que
la localizacion preferente del parasito en su forma adulta es en pulmones de ratas
y otros roedores (18,18%, 12/66, antes vs. 64,06%, 41/64, después P = 0,000).

v' En casi cinco veces se incrementd de manera significativa, el ndmero de
médicos que consideran que A. cantonensis en su forma larvaria se localiza
preferentemente en el cerebro de humanos. (15,15 %, 10/66, antes vs. 70,31%,
45/64, después P = 0,000).

v' También fue significativo el incremento en la proporcion de médicos que
identifican al hombre y otros mamiferos como hospederos accidentales.
(57,58%, 38/66, antes vs. 93,75%, 60/64, después P = 0,000).
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v

Una proporcion de encuestados (37,88%, 25/66, antes vs. 56,25%, 36/64,
después) que considero6 correctamente que L3 es la forma infectante del parésito
para el hombre (P =0,117).

Clinica

v

Posterior a la intervencion, la mayoria de los participantes conocen que las
manifestaciones clinicas mas caracteristicas son meningitis encefalitis y lesiones
oculares con marcada eosinofilia. (57,58%, 38/66, antes vs. 95,31%, 61/64,
después P = 0,000).

El comportamiento fue similar para aquellos que respondieron correctamente
que el periodo de incubacion de la enfermedad es de 1 a 3 semanas (48,48%,
32/66, antes vs. 62,50%, 40/64, después P = 0,096).

Una mayor proporcion de encuestados consideran que la mayor parte de las
infecciones producida por A. cantonensis se resuelven espontaneamente, sin
tratamiento especifico (50,00%, 33/66, antes vs. 81,25%, 52/64, después P=
0,000).

Posterior a la intervencion, se increment6 en tres veces, el nimero de médicos
que sefialan que la enfermedad usualmente tiene una duracion de 2 a 8 semanas
(15,15%, 10/66, antes vs. 45,31%, 29/64, después P = 0,000).

Diagndstico

v

Mas de 85% de los encuestados, antes y posterior a la intervencion, conoce que
el diagnostico de la angiostrongiliasis en Ecuador se basa fundamentalmente en
la sintomatologia clinica y en los antecedentes epidemioldgicos (86,36%, 57/66,
antes vs. 98,44%, 63/64, después P = 0,070).

La mayoria consideran que la eosinofilia de mas de 10% en LCR, es el hallazgo
de laboratorio mas significativo en pacientes con angiostrongiliasis (83,33%,
55/66, antes vs. 96,88 %, 62/64, después P = 0,039)

Se duplico la proporcion de encuestados que opinan que los métodos
inmunoenzimaticos (ELISA) e inmunotransferencia tienen una sensibilidad
media y baja especificidad (37,88%, 25/66, antes vs. 87,50%, 56/64, después P
= 0,000).

Se incrementd en casi tres veces la proporcion de médicos que respondieron
correctamente que solo en 1% de los casos es posible hallar larvas de A.
cantonensis en LCR (18,18%, 12/66, antes vs 53,13%, 34/64, después P =
0,000).
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Tratamiento

v/ Un mayor nimero de encuestados opina que la conducta mas efectiva para el
tratamiento de la angiostrongiliasis es el uso de corticosteroides como terapia
unica y/o albendazol o mebendazol. (13,64%, 9/66, antes vs. 35,94%, 23/64,
después P = 0,000).

v' Casi la totalidad de los médicos después de la intervencion conocen que la mejor
opcion de tratamiento en los pacientes que presenten dafio ocular es la remocién
quirdrgica del parasito intraocular (54,55%, 36/66, antes vs. 98,44 %, 63/64,
después P = 0,000).

Prevencion

v Una mayor proporcion de médicos consideran que la cocciéon adecuada de
caracoles 0 moluscos antes de ser ingeridos es el aspecto de prevencion que mas
debe considerarse (31,82%, 21/66, antes vs. 70,31%, 45/64, después P = 0,000).

v' Casi la mitad de los encuestados respondieron correctamente que ninguna otra
de las medidas profilacticas mencionadas, como uso de vacunas, uso de
antihelminticos, examenes periddicos de heces y deteccion de anticuerpos en
suero, podian prevenir la infeccion (21,21%, 14/66, antes vs. 46,88%, 30/64,
después P = 0,000).
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Preguntas sobre aspectos cognoscitivos
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*Estadisticamente significativo

Figura 9. Comparacion del porcentaje de médicos encuestados con respuestas correctas
a preguntas que indagaban en aspectos cognoscitivos sobre angiostrongiliasis humana,
antes y después de la intervencién educativa, segun topicos evaluados en el tema, Napo,
Republica del Ecuador 2017-2018.

En la figura 10 se muestra la comparacion del porcentaje de médicos encuestados con
respuestas correctas a preguntas que indagaban en aspectos de percepcién sobre
angiostrongiliasis humana, antes y después de la intervencion educativa, segun aspectos
evaluados en el tema. En cuanto a la percepcion que tienen los entrevistados en relacion
a la infeccion por A. cantonensis como causa poco frecuente de la enfermedad en la
Republica del Ecuador, la misma no se modifico posterior a la intervencion educativa
(53,03%, 35/66, antes vs. 70,31%, 45/64, después, P = 0,870). De igual manera, pera el
otro aspecto evaluado el comportamiento fue similar, poco mas de la mitad de los
médicos encuestados contindan pensando, después de la intervencion, que los
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conocimientos recibidos sobre la enfermedad en las universidades fueron insuficientes
(66,67%, 44/66, antes vs. 62,50%, 40/64, después P = 0,864) (Figura 10).

Preguntas sobre aspectos de percepcion
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Figura 10. Comparacion del porcentaje de médicos encuestados con respuestas correctas
a preguntas que indagaban en aspectos de percepcion sobre angiostrongiliasis humana,
antes y después de la intervencién educativa, segun topicos evaluados en el tema, Napo,
Republica del Ecuador 2017-2018.

En la figura 11 se muestra el porcentaje de médicos encuestados con respuestas
correctas a preguntas que indagaban en aspectos practicos sobre angiostrongiliasis
humana, antes y después de la intervencién educativa, segun los topicos abordados en el
tema. En cuanto al aspecto sobre la conducta a seguir ante la presencia de signos y
sintomas neuroldgicos y antecedentes de ingestion de caracoles, una alta proporcion de
encuestados contestd correctamente, antes y después de la intervencién educativa, que
se debe buscar atencion hospitalaria, lo mas pronto posible ante situaciones como esta
(90,91%, 60/66, antes y 98,44%, 63/64, después, P = 0,250). Sin embargo, en cuanto al
otro aspecto, una mayor proporcion de médicos respondié correctamente que la
busqueda del parasito y conteo de eosindfilos en el LCR y en sangre son los examenes
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de laboratorio idoneos para confirmar el diagnostico, posterior a la intervencién
educativa (68,18%, 45/66, antes vs. 92,19%, 59/64, después P = 0,04).

Preguntas sobre aspectos de préactica
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Figura 11. Comparacion del porcentaje de médicos encuestados con respuestas correctas
a preguntas que indagaban en aspectos practicos sobre angiostrongiliasis humana, antes
y después de la intervencion educativa, segun aspectos evaluados en el tema, Napo,
Republica del Ecuador 2017-2018.
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V. DISCUSION

5.1. Prevalencia e intensidad promedio de infeccion por Angiostrongylus
cantonensis en Lissachatina fulica de localidades de tres cantones de Napo,

Republica del Ecuador

Los resultados revelan una amplia distribucion de L. fulica infectado con A. cantonensis
y de una alta prevalencia e intensidad de infeccién, lo que tiene implicaciones para la
transmision zoonotica del parésito, ya que la infeccion humana esta directamente
relacionada con la ingestion de hospederos intermediarios infectados, como principal
via de transmision. Esto indica que un nimero considerable de personas estan en riesgo
de adquirir la parasitosis, ya sea por las tradiciones culinarias existentes o por la
contaminacion de alimentos con las larvas infectantes. Las estrategias para minimizar la
infeccion en humanos deben incluir intervenciones educativas dirigidas a la comunidad,
control de caracoles para reducir las posibilidades de ingestion, coccion de hospederos
intermediarios y educacion sobre la preparacién de alimentos para prevenir la aparicién

de casos esporadicos y de brotes de la enfermedad.

En Cuba se informan prevalencias de infeccion por A. cantonensis de hospederos
intermediarios de mas de 60% (237), en China 13,40 % (238), 22,66% (58) y 10,76
(239), en Tailandia 12,38% (240) y 1,10% (241); en Brasil mayores a 50% en la
municipalidad de San Gonzalo (242) y Rio de Janeiro 5,5% (243); en Colombia 89,0%
(14) Filipinas 18,27% (244) y de 19,3% y 0,8% en Mallorca e Islas Canarias (Espafa)
(85), (16).

Estudios previos realizados en Napo mostraron prevalencias de hospederos
intermediarios infectados de 27,16% (26) y 30,34% (datos INSPI no publicados). En
trabajos realizados en otras provincias se observaron prevalencias entre 4 y 8% (245) y
de 1,5% (62).
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Diferentes factores determinan los niveles de prevalencia y de intensidad de la infeccion
del paréasito en los hospederos intermediarios. En general, los caracoles de sitios verdes,
frios y lluviosos tienen niveles de infeccién mas altos que los caracoles de sitios secos y

calidos con menos vegetacion verde (246).

Napo presenta abundante vegetacion tropical, con precipitaciones todo el afio, un clima
promedio de 22,5°C, y humedad de 90,0 % (247) y con condiciones ideales para un
incremento de la prevalencia e intensidad de la infeccion por A. cantonensis en

hospederos intermediarios.

Los vectores trasmisores de agentes patdgenos se propagan por los continentes debido
al transporte humano, al cambio de uso de la tierra, mayor conectividad y globalizacion.
La deteccion temprana y la comprension profunda de las especies invasoras y las
enfermedades infecciosas requieren una red integrada de plataformas de investigacién e
intercambio de informacion para identificar los puntos criticos de invasién o aparicion
de enfermedades. La comprension de las interacciones entre las especies invasoras, 10s
vectores trasmisores de agentes patdgenos con otros impulsores del cambio del
ecosistema es fundamental para la salud humana y el bienestar econémico (248). Estas
poblaciones invasoras transforman las comunidades y los ecosistemas (249). El impacto
del cambio climatico sobre los patdgenos es también importante, puede ser directo, al
influir en la supervivencia, reproduccion y ciclo de vida de los patdgenos, o indirecto, al
influir en el habitat, el medio ambiente o los competidores de los patégenos. Como
resultado, no solo la cantidad, sino también la distribucion geografica y estacional de los

patdgenos pueden cambiar (250).

La gran cantidad de ratas y moluscos que pueden ser susceptibles a la infeccidn por A.
cantonensis, unido a la costumbre de ingerir caracoles y moluscos crudos de gran parte
de la poblacién ecuatoriana, hacen que el control de esta enfermedad sea un problema

complejo (13).

En estudios previos se plantea que la presencia de L. fulica juega un papel importante en
la dispersion de A. cantonensis y en la infeccion del hospedero definitivo (119). (69). Es
probable que la alta prevalencia de caracoles infectados en Napo se deba a la

propagacion de L. fulica.
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A medida que el clima cambia, se espera que A. cantonensis, una especie
tropical/subtropical, se extienda mas hacia lugares que actualmente son demasiado frios.
El aumento de la conciencia sobre este parésito, poco conocido y la enfermedad grave y
potencialmente mortal que causa, en la comunidad médica y entre los productores y
consumidores de productos agricolas, garantiza que se minimicen las infecciones
futuras (196).

5.2. Estudios de filogenia

Considerando, segun la literatura consultada, que no existe informacion sobre la
genética de este parasito en la Republica del Ecuador, el presente trabajo propone
establecer las relaciones filogenéticas de especimenes ecuatorianos con aislamientos de
otras regiones del mundo. El resultado del analisis filogenético mostré que los
aislamientos de origen ecuatoriano a diferencia de los grupos previamente
caracterizados (186), (173), (188) se agrupan en un solo clado, lo que representa un
hallazgo para los estudios de diversidad genética del parasito en América Latina y el

resto del mundo.

La ausencia de diversidad genética entre los aislamientos sugiere que la introduccién de
A. cantonensis en el pais ha sido reciente lo que se condice con las primeras
comunicaciones sobre la presencia de L. fulica, uno de los principales vectores de A.
cantonensis, que fue introducido con fines comerciales en Ecuador a mediados a
mediados de 1990 (61), En otras latitudes, la diseminacion del parasito se ha
correlacionado con la propagacion de L. fulica (34). A. cantonensis se notificé por
primera vez en Nueva Orleans en ratas en 1987, también se realiz6 la infeccion
experimental en varias especies de caracoles (78). Su diseminacion probablemente se
produjo a través de ratas infectadas procedentes de barcos que atracaban en Nueva
Orleans, a mediados de la década de 1980 (44).

Otro hallazgo consiste en que las secuencias de aislamientos de A. cantonensis de la
Republica del Ecuador comparten un ancestro comun reciente con los haplotipos ac5 y
ac8 de Brasil y con el haplotipo Ac5 de Japon, lo que sugiere la posibilidad de que
existe una relacién de parentesco entre los aislamientos de estos paises. La
confirmacion de esta hipotesis necesitara de nuevos estudios, que incluyan el anélisis de

redes de haplotipos (251) y la secuenciacion de otras regiones cromosomicas 0
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mitocondriales del parasitos o genomas completos, con el uso de otras tecnologias
como la NGS (151).

En un estudio realizado por Tokiwa y colaboradores en 2012, se obtuvieron las
secuencias de A. cantonensis procedentes de ubicaciones geograficas de Japon, China
continental, Taiwan y Tailandia. El analisis filogenético mostré 7 haplotipos diferentes
(acl a ac7). Los haplotipos encontrados fueron 5 en Japén (acl, ac2, ac3, ac5 y ac7), 2
en China continental (ac2 y ac6) y solo se identifico un haplotipo en Taiwan (acl)
(186). De manera similar, solo se identifico un Unico haplotipo, ac4, de dos parasitos
mantenidos en un laboratorio en Tailandia. Los resultados de este estudio también
mostraron que el mismo haplotipo se encontré en zonas geograficas distantes. Las
especies invasoras frecuentemente experimentan efectos fundadores, de ahi la poca

variabilidad genética (186).

En Brasil, analisis filogenéticos realizados con secuencias parciales de col de A.
cantonensis determinaron la presencia de tres haplotipos diferentes: ac5, ac8 y ac9. Este
ultimo esta restringido a la zona portuaria y podria haber ingresado al pais a través del
comercio desde Asia. Asimismo, se considera que los aislados brasilefios que
corresponden al haplotipo ac5 de Japon, ingresaron por Rio de Janeiro o Sdo Paulo
también desde el continente asiatico. Esta hipdtesis también se considera para el
haplotipo brasilefio més abundante ac8, que muestra la posible propagaciéon desde el
area de llegada hacia las regiones sureste, noreste y norte, probablemente a través del
caracol gigante africano La variacion genética observada entre los aislados brasilefios
apoya la hipotesis de que la aparicion de A. cantonensis en Brasil es resultado de
maultiples introducciones de ratas portadoras del parasito y de los caracoles que actian
como hospederos intermediarios. Estos probablemente fueron transportados en barcos
debido al comercio con Africa y Asia durante el periodo de la colonizacion europea y se
dispersaron a través del transporte humano, volviéndose endémicos en las zonas

portuarias (187).

Los resultados obtenidos en otro estudio para los haplotipos ac8 y ac9 brasilefio
identificados por el marcador molecular del gen col mostraron diferentes perfiles
biolégicos, morfoldgicos y morfométricos, lo que sugiere la posible influencia de la

separacidn geogréafica en el desarrollo de las variaciones en los haplotipos (252).
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A partir del estudio de secuencias de A. cantonensis de Tailandia y Camboya se
obtuvieron 13 haplotipos. Dos de estos haplotipos (ac2 y ac5) habian sido notificados
previamente en Brasil y Asia. Una muestra del parasito obtenida en Myanmar exhibi6 el
haplotipo ac2. Ademas, se encontraron cuatro nuevos haplotipos ac10-ac13, que no se

habian notificado previamente en Tailandia y Camboya (173).

En Tailandia, los diferentes haplotipos de A. cantonensis al parecer estan confinados a
localidades especificas: el haplotipo ac4 a Bangkok en la parte central del pais, ac10 y
acll a la provincia de Khon Kaen en el noreste, ac13 a la provincia de Surat Thani en el
sur, ac14 a la provincia de Kanchanaburi en el oeste, acl5 a la provincia de Trat en el

este y ac16 a la provincia de Chanthaburi en el este (180).

Con la utilizacion de métodos de secuenciacion de nueva generacion del genoma
completo, se ensamblé y analiz6 el ADNmt completo de cuatro aislados de A.
cantonensis procedentes de cuatro localidades geograficamente dispares fuera del area
de distribucion endémica del paréasito: Sydney (Australia), Hawai (EUA), Islas Canarias
(Espafia) y Fatu Hiva (Polinesia Francesa). La comparacion de los genomas
mitocondriales de A. cantonensis de fuera del Sudeste Asiatico mostrd una baja
diversidad genética (0,02-1,03%) dentro de un Unico linaje de A. cantonensis. Tanto co
1 como co 2 se consideraron los marcadores de eleccion para la identificacion de
haplotipos de A. cantonensis. La uniformidad observada en las cepas invasoras implica
que solo ciertos linajes genéticos de A. cantonensis tienen la capacidad de convertirse en

invasores globales (253).

En otro estudio, se identificaron haplotipos distintos en siete regiones de Tailandia: ac10
en Phitsanulok (region septentrional), acll en Nakhon Phanom (region nororiental),
acl5 en Trat (regién oriental), acl6 en Chantaburi (region oriental), ac4 en Samut
Prakan (region central), ac14 en Kanchanaburi (region occidental) y ac13 en Ranong
(region meridional). El analisis filogenético revel6 que estos haplotipos formaban
linajes distintos. Este estudio confirma ademas la presencia de diversidad de haplotipos

co 1 en varios aislamientos geograficos de A. cantonensis (254).

En Mallorca, en un estudio reciente realizado por Delgado-Serra en 2022, todos los
gusanos adultos secuenciados tenian el mismo haplotipo y eran 100% congruentes con

los descritos en Australia, Nueva Orleans, Taiwan y Tenerife. El haplotipo Unico
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encontrado en todos los especimenes podria explicarse por la reciente expansion del
area de distribucion de este parasito y podria ser el resultado de un Unico evento de
colonizacion. Sin embargo, se necesitan més estudios para determinar el origen de la

invasion de esta especie de paréasito (255).

5.3. Conocimientos sobre angiostrongiliasis de médicos de atencién primaria de
tres cantones de Napo, Republica del Ecuador, antes y después de una intervencion

educativa

La angiostrongiliasis humana es una enfermedad zoonoética y emergente. En funcion de
los resultados obtenidos en la busqueda extensa realizada en base de datos de articulos
cientificos relacionados con el tema, podemos considerar que los aspectos sobre los
conocimientos de la enfermedad que tienen los médicos de atencion primaria en salud a

nivel mundial, no han sido evaluados con anterioridad.

La calidad de las respuestas encontradas en los dos grupos de estudio, con y sin
intervencion, con la aplicacién de la encuesta por primera vez fue muy similar, lo que
era esperado porque si bien los médicos provenian de diferentes provincias la formacién

médica que existe en todo el pais es similar.

La encuesta aplicada a médicos de atencion primaria de ambos grupos de estudio
demostrd que en relacién con la angiostrongiliasis existe un marcado desconocimiento
sobre una parte importante de los temas encuestados. En al menos una de las preguntas
relacionadas con generalidades, ciclo de vida, manifestaciones clinicas, diagnostico,
tratamiento, prevencion y percepcion se encontraron deficiencias. Sin embargo, de
todos los temas analizados, el relacionado con la practica médica fue el que mostré los
mayores porcentajes de acierto. Esto pudiera estar relacionado con que el tema préactica
incluyd aspectos generales del quehacer clinico, donde prima el criterio médico, a

diferencia de los otros temas que abordaban preguntas mas especificas.

Las insuficiencias en la preparacion de los profesionales relacionadas con el adecuado
diagnostico, tratamiento y control de la angiostrongiliasis no es un problema Unico de la
Republica del Ecuador, y pudiera estar relacionado con una insuficiente preparacion
profesional sobre las enfermedades parasitarias durante los estudios de pre y posgrado.

En trabajos previos se realizan reflexiones muy interesantes sobre la subvaloracion que
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reciben los programas de estudio de parasitologia en las escuelas occidentales de
medicina (256), (195).

El desconocimiento sobre aspectos relacionados con parasitismo en otros paises, ha sido
demostrado en estudios previos acerca de giardiasis (257) y otras parasitosis intestinales
(258).

A partir de los brotes epidémicos reportados desde el afio 2008 (70), en la Republica del
Ecuador se han generado programas de control y vigilancia epidemioldgica frente a la
infeccion (259), sin embargo, se requiere de un conocimiento clinico y epidemiol6gico
adecuado para tener un diagndstico presuntivo de infeccion e iniciar una alerta oportuna

basada en la vigilancia sindromica (260).

La comprension basica de la parasitologia es esencial para reducir significativamente
los efectos perjudiciales de las enfermedades parasitarias en humanos y animales. La
necesidad de mejorar la ensefianza de parasitologia en las escuelas de medicina es una

realidad cada vez mas reconocida incluso en los paises desarrollados (261), (262).

Este disefio de estudio valida un cuestionario mediante la aplicacion del mismo a
médicos que no participan en el estudio, para su posterior puesta en practica a medicos
de atencion primeria. El cuestionario permitié conocer sobre los conocimientos,
percepciones y practicas acerca de la infeccidn por A. cantonensis del personal de salud
y obtener informacidn estadistica apropiada que lo convierten en una herramienta Util,
que podria ser utilizada para evaluar el impacto de los programas de salud que realizan
las autoridades pertinentes, de forma continua, como parte de los programas de
vigilancia epidemioldgica. Actividades como esta deben extenderse a toda la red
nacional de salud, pues s6lo el mejoramiento de los programas de aprendizaje en el
pregrado y la sostenibilidad de programas de educacion continua para el post-grado,
permitird una mejoria continua de los conocimientos, percepciones y practicas
relacionadas con el diagndstico y el tratamiento de las parasitosis en la Red Nacional de
Salud.

Los resultados de la primera aplicacion de la encuesta CPP en relacion con la
angiostrongiliasis a médicos de atencion primaria, demostraron insuficiencias
cognoscitivas, percepciones inadecuadas y practicas incorrectas en relacién a esta

enfermedad. EI no encontrar diferencias significativas en las respuestas de los médicos
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que laboran en Napo (grupo con intervencion) en relacion a los médicos que laboran en
Guayas (grupo sin intervencion), sugiere que el desconocimiento sobre la enfermedad

podria estar presente en todo el pais.

Para contribuir a la atenuacion de las deficiencias encontradas se ejecutd, solo en las
Unidades de Salud de los tres cantones de la provincia Napo: Tena, Archidona y
Arosemena Tola (grupo con intervencion), un grupo de acciones, a modo de
intervencion educativa, que podria incidir sobre las deficiencias encontradas en relacion

con la angiostrongiliasis humana.

Una vez realizada la intervencion y seis meses mas tarde de aplicada la encuesta por
primera vez, se aplicO nuevamente la misma a los dos grupos de estudio (con y sin
intervencion). Esto permitié constatar, un incremento en el nivel de conocimiento de los
médicos en la mayoria de los temas evaluados, lo que se evidencid por el mayor numero
de médicos que respondian correctamente a las preguntas. Sin embargo, como era de
esperar, esas diferencias no fueron encontradas en las respuestas de los médicos del
grupo sin intervencion, los cuales no recibieron la capacitacion que les hubiera

permitido incrementar sus conocimientos sobre la angiostrongiliasis.

De manera general, resultados similares se han obtenido en estudios que indagan en la
preparacion de los médicos para un adecuado, diagndstico, tratamiento y control de
enfermedades parasitarias. En un estudio efectuado con médicos de familia que prestan
servicios en los municipios Playa y San Miguel del Padron, La Habana, Cuba, se
demostro que en relacion con el diagnostico, tratamiento y control de las geohelmintosis
existian insuficiencias cognoscitivas, percepciones inadecuadas y practicas incorrectas
por parte de los médicos encuestados, lo que puso de manifiesto la necesidad de

intervenciones educativas para el control de las parasitosis (256).

En un estudio realizado en la provincia de Guantanamo, Cuba, por Blanco y
colaboradores sobre aspectos esenciales del diagnéstico, tratamiento y prevencién de la
helmintiasis por Inermicapsifer madagascariensis, se observdé una mejoria en el

conocimiento de los temas analizados, luego de una intervencion educativa (263).

En otros estudios similares las estrategias que incluyeron un grupo de acciones, a modo
de intervencidn, ante insuficiencias cognoscitivas, percepciones inadecuadas y practicas

incorrectas, permitieron atenuar estas deficiencias (264) (265).
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Los resultados de este tipo de intervencion han mostrado ser satisfactorios en otros
estudios como el realizado en el Municipio Guanabacoa provincia La Habana, lo que
permitié perfeccionar el trabajo de los profesionales de salud y produjo una mejoria
estadisticamente significativa de las evaluaciones en temas relacionados con parasitismo
intestinal. Ello evidencia la eficacia y necesidad de programas educativos basados en
conferencias, cursos, distribucion de material cientifico actualizado, publicacion de

algun libro sobre el tema, entre otros (194).

En este mismo orden de idea, en un estudio realizado en Angola y publicado en el afio
2016 por Pembele y colaboradores, se demostraron insuficiencias teoricas y practicas en
el diagnostico microscépico de la malaria por parte del personal técnico que realiza esta
actividad en Luanda. Los resultados de la realizacion de una intervencion educativa
fueron efectivos pues permitieron mejorar significativamente los conocimientos teéricos
y habilidades préacticas relacionados con el diagnostico de la enfermedad, en el grupo de

intervencion en comparacion con el grupo control (266).

Mena, Tudela y colaboradores, evaluaron la efectividad de una intervencidn educativa
realizada en el programa de segundo afio del Grado en Enfermeria de la Universidad
Jaime | (Espafia) sobre los conocimientos, habilidades y actitudes del estudiantado hacia
la practica basada en la evidencia. Los resultados muestran que esta intervencién
educativa puede mejorar en general la competencia practica, principalmente en los
temas de conocimientos y actitudes. Sin embargo, no se presentaron diferencias

estadisticamente significativas en el tema habilidades (267).

Son varios los estudios en los que se logra una mejoria significativa en las evaluaciones
realizadas, lo que demuestra la eficacia de la intervencion. De ahi la necesidad de
monitorear y actualizar con regularidad los programas de formacion de médicos y
especialistas en los aspectos relacionados con el diagnoéstico, tratamiento y control de
las enfermedades parasitarias (264), enfatizando la necesidad de programas educativos
basados en conferencias, cursos, distribucion de material cientifico actualizado,
publicacién de algun libro sobre el tema. Sin embargo, se considera que estas acciones
deben tener sostenibilidad y sistematicidad para alcanzar una mejoria continua de los

CPP relacionadas con el diagnéstico y el tratamiento de las parasitosis (257).
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Resulta importante mencionar que estas falencias en la ensefianza de la parasitologia se
observan en todas las latitudes (268). Existe una necesidad creciente en los paises
occidentales de fortalecer la ensefianza de esta rama de la Microbiologia y de formar
parasitologos que puedan enfrentar los desafios de la aparicion de las que alguna vez

fueron consideradas enfermedades de la pobreza (262).

Tanto la comunidad meédica como el publico en general deben ser mas conscientes de
los problemas que trae consigo la angiostrongiliasis, una enfermedad no muy comun
pero potencialmente mortal. Una mayor comprension sobre la enfermedad entre la
comunidad médica reducira la probabilidad de que los enfermos sean diagnosticados
erroneamente en las clinicas de atencion primaria y en las salas de urgencias o esperen
semanas 0 meses antes de recibir un diagndstico preciso. Ademas un diagnéstico y
tratamiento oportuno produciran resultados clinicos mas favorables (269)

Los resultados encontrados en este estudio constituyen una alerta a las autoridades de
salud de Napo. Se sugiere la necesidad de preparar programas de educacion médica
continua relacionados con esta parasitosis para el personal de salud en funciones. Esto
seria  con la finalidad de que estén mejor capacitados en el abordaje integral de la
enfermedad incluyendo el diagnostico diferencial con otras  entidades
infectocontagiosas. De esta forma, se podra efectuar una constante retroalimentacion
que trascienda de forma positiva en la formacién de futuras generaciones de

profesionales y técnicos de la salud.
Consideraciones generales

Los resultados de este trabajo revelan una amplia distribucion de L. fulica infectado con
A. cantonensis, en tres cantones de la provincia Napo, lo que indica que un namero
considerable de personas pudieran estar en riesgo de contraer la enfermedad. En este
sentido, las estrategias para reducir la infeccion humana deben estar orientadas a la
realizacion de intervenciones educativas dirigidas a la comunidad, al control de
hospederos intermediarios y a la educacion sobre la preparacion de alimentos. que

incluye la coccion adecuada de caracoles.

La existencia de hospederos intermediarios y definitivos de A. cantonensis en casi todo
el pais ha contribuido al caracter endémico de su distribucion haciendo del control de

esta enfermedad un problema complejo (13). Los principales hospederos intermediarios
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(L. fulica) y definitivos (R. rattus y R. norvegicus) no son especies nativas de Ecuador y
han sido considerados entre las 100 especies invasoras mas importantes del mundo (68).
La adicion de nuevas especies invasoras a un ecosistema puede traer consigo la
colonizacion del entorno, formar nuevas poblaciones y causar impactos en la
biodiversidad, la salud y la economia. Los vectores de enfermedades y patdgenos se
propagan por los continentes debido al transporte humano, al cambio de uso de la tierra
y al cambio climatico. Muchas especies presentes en el ecosistema pueden influir en el
bienestar humano de forma positiva o negativa, y constituye una preocupacion de que la
introduccion de nuevas especies pueda resultar en nuevas interacciones bioticas y

modificar las existentes en los ecosistemas actuales (248).

El resultado del andlisis filogenético de once secuencias nucleotidicas obtenidas de once
provincias de la Republica del Ecuador, ubicadas en diferentes regiones geogréaficas y
climaticas, mostré que los aislamientos de origen ecuatoriano se agrupan en un solo
clado diferente a otros previamente caracterizados en otras partes del mundo. Esta poca
diversidad genética, al estudiar una region del gen que codifica la citocromo oxidasa 1,
pudiera estar dado por la posible introduccion reciente del parasito en Ecuador. Ademas,
también se obtuvo que el grupo de secuencias de Ecuador comparte un ancestro comun

reciente con los haplotipos ac5 y ac8 de Brasil y ac5 de Japon.

Por otra parte, las estrategias que incluyeron un grupo de acciones, a modo de
intervencion, ante insuficiencias cognoscitivas, percepciones inadecuadas y practicas
incorrectas han mostrado también ser satisfactorias (264), (265), (194). Todo esto
evidencia la necesidad de fortalecer los programas educativos que contribuyan al

control de las parasitosis.

Con la aplicacion de una encuesta sobre CPP a médicos vinculados con el diagndstico,
tratamiento y control de la angiostrongiliasis, se demostrd que existen insuficiencias en
los temas mencionados. Las estrategias que incluyeron realizar un grupo de acciones, a
modo de intervencion educativa, evaluadas a través de los CPP de médicos de atencion
primaria, permitieron atenuar estas deficiencias. Estudios como este constituyen un
Ilamado de atencidn a los responsables de la educacion médica del pais, con la finalidad
de tomar medidas que contribuyan a una mejor preparacion del personal de salud y por
otra parte, permiten la evaluacion del impacto de programas educativos con el propdsito

de fortalecer la vigilancia epidemioldgica de las parasitosis.
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Con este trabajo, se corroboré la alta prevalencia de hospederos intermediarios
infectados con A. cantonensis en Napo. Asimismo, se constatd falta de conocimientos
de los médicos de atencidn primaria sobre la angiostrongiliasis y se comprobo el efecto
positivo de wuna intervencion educativa. Finalmente, los estudios de filogenia
determinaron la existencia de un nuevo haplotipo, asi como la ausencia de diversidad

genética del parésito en las 11 provincias estudiadas de la Republica del Ecuador.
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VI. CONCLUSIONES

> La elevada prevalencia e intensidad promedio de infeccion de A.
cantonensis en L. fulica de tres cantones de la provincia Napo, constituye
una alerta para las autoridades sanitarias, teniendo en cuenta que la
poblacién manipula y consume caracoles crudos.

» Los aislamientos de A. cantonensis de origen ecuatoriano se agrupan en un
clado diferente a los aislados de otras regiones del mundo y las secuencias de
nucledtidos de estos aislamientos, comparten un ancestro comuin con
haplotipos de Brasil y Japdn, lo que representa un hallazgo novedoso para
los estudios de diversidad genética del parasito.

> Luego de las deficiencias encontradas, después de la aplicacion de la
encuesta por primera vez, en los médicos de atencion primaria sobre la
angiostrongiliasis, la intervencion educativa realizada contribuy6 a la mejora
del conocimiento de esta parasitosis, lo que podria contribuir a su mejor

manejo y control.
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VIl. RECOMENDACIONES

» Comunicar a las autoridades de salud de la provincia los resultados del
presente estudio y propiciar campafias de divulgacién para evitar el consumo
de caracoles crudos.

> Realizar la basqueda de A. cantonensis en hospederos definitivos de los tres
cantones estudiados.

» Ampliar el estudio filogenético de A. cantonensis con un mayor nimero de

muestras Yy otros blancos genéticos.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Encuesta a profesionales sobre angiostrongiliasis

Nombre: Fecha

Centro de Salud:

Generalidades

1. La angiostrongiliasis, producida por Angiostrongylus cantonensis, es una
enfermedad de etiologia.

___Bacteriana

___Viral

___Parasitaria

___Micdtica

____No es una enfermedad infecciosa.

2. Desde el punto de vista geogréfico, la angiostrongiliasis, producida por A.
cantonensis, es una enfermedad que afecta fundamentalmente a:

____Paises del continente africano.

___Paises del continente europeo.

____Predomina en sureste asiatico.

____Paises del continente americano.

____Esta enfermedad predomina en cualquier lugar del mundo.

3. La via principal por la cual se adquiere la angiostrongiliasis es a través de:

____Ingestion de carnes crudas.

____Ingestion de aguas contaminadas.
____Por transfusiones de sangre.
___Ingestion de moluscos y caracoles crudos.
____Por relaciones sexuales sin proteccion.

Ciclo de vida
4. Los hospederos definitivos habituales de A. cantonensis son:
Caracoles y moluscos de agua dulce.
Ratas y otros roedores.
Los seres humanos.
Perros gatos y otros animales mamiferos.
Peces y langostinos de agua dulce.

5. Los hospederos intermediarios habituales de A. cantonensis son:

Diferentes especies de plantas acuaticas.



____Los seres humanos.

____Ratas y otros roedores.

____Perros gatos y otros mamiferos.
___Diferentes tipos de moluscos y caracoles.

6. Angiostrongylus cantonensis en su forma adulta se localiza preferentemente en:

____Pulmones de la rata y otros roedores

____Pulmones de los seres humanos

____Intestinos de los seres humanos
Cerebro de los seres humanos

En ninguna de las localizaciones anteriores.

7. Angiostrongylus cantonensis en su forma larvaria se localiza preferentemente en:
____Pulmones de la rata y otros roedores.
____Pulmones de los seres humanos.
____Intestinos de los seres humanos.
___ Cerebro de los seres humanos.
___Enninguna de las localizaciones anteriores.

8. En la infeccion producida por Angiostrongylus cantonensis se consideran
hospederos accidentales:

____Ratas y otros roedores.

___Peces y langostinos de agua dulce.
____El'hombre y otros mamiferos.
___Caracoles y moluscos de agua dulce.
___Diferentes especies de plantas acuaticas.

9. Cual es la forma infectante de A. cantonensis para el hombre:
___Larvas L1 que se encuentran en los hospederos definitivos.
___Larvas L3 que se encuentran en el tejido de los hospederos intermediarios.
___lLarvas L5 que se encuentran en el hospedero definitivo y en el hospedero
accidental.
___Huevos de A. cantonensis en el hospedero definitivo.
___Ninguna de las anteriores.

Manifestaciones clinicas

10. Las manifestaciones clinicas mas caracteristicas de la angiostrogilosis,
producida por Angiostrongylus cantonensis son:

____Meningitis, encefalitis y lesiones oculares con marcada eosinofilia.
____No se presentan manifestaciones oculares.

__Los casos que se presentan con encefalitis son muy frecuentes y siempre
son fatales.

___Latoma pulmonar es muy frecuente y produce sindrome de Loeffler.
____Todos los planteamientos anteriores son posibles.



11. El periodo de incubacién de la angiostrogilosis, producida por Angiostrongylus
cantonensis es en promedio de:

3 a6 meses.

____b6mesesalafo.

___1a3semanas.

___la3dias.

____Menor a 24 horas

12. La mayor parte de las infecciones producida por Angiostrongylus cantonensis:
____Se resuelven espontaneamente sin tratamiento especifico
__Se convierte en una infeccién cronica que dura afos.
____Se convierte en una infeccién sistémica con compromiso multiorganico
___ Produce tumoraciones en el parénquima cerebral
____Ninguna de las anteriores

13. La enfermedad usualmente tiene una duracion de:
___1semana.
2 a8semanas.
___ 8-12 meses.
___3-7dias.
__Ningunas de las anteriores.

Diagnostico

14. Actualmente el diagnostico de la angiostrongiliasis en la Republica del Ecuador se
basa en:

____Lavisualizacion del agente etioldgico en muestras de sangre, orina y heces.
___Através de la sintomatologia clinica y antecedentes epidemioldgicos.
____Lapresencia de larvas de A. cantonensis en muestras de saliva.
____Lapresencia de larvas de A. cantonensis en biopsias de piel.

____Ninguno de los planteamientos anteriores es correcto.

15. El hallazgo de laboratorio mas significativo en pacientes portadores de
angiostrongiliasis consiste en :

___ Cifras de hemoglobina notablemente disminuidas.

____Aumento significativo de las transaminasas hepaticas.
____Disminucién de los niveles de glucosa en sangre.

____Presencia de mas de 10% de eosinofilos en el liquido cefalorraquideo.
____Presencia de abundantes plaquetas en el frotis de sangre periférica.

16. Con el empleo de métodos de diagnostico indirecto para la angiostrongiliasis se
conoce que:

____Los métodos de ELISA e inmunotransferencia tienen una sensibilidad media y baja
especificidad.

___La Tomografia Axial computarizada no tiene mucha utilidad.

___Laecografia permite el diagnostico.

____Ninguno de los planteamientos anteriores son correctos.



17. El hallazgo de larvas en liquido cefalorraquideo se da en:

___50-60% de los casos.
___80-60% de los casos.

___ 1% de los casos.

____Nunca se encuentra en LCR.
____Ninguna de las anteriores.

Tratamiento
18. La conducta mas efectiva para el tratamiento de la angiostrongiliasis es:

____Eluso de corticosteroides como terapia unica y/o albendazol o mebendazol.
____Extraccion quirargica del parasito.

___lvermectina, dosis Unica.

____Se recomienda el uso de prednisolona por via oral durante 12 meses.
___Lamejor opcion es utilizar antibiéticos de amplio espectro durante 7 dias.

19. En los pacientes que presenten dafio ocular la mejor opcion de tratamiento consiste
en:

____Remocidn quirdrgica del parasito intraocular.

____Terapia con laser retinal.

____ Esteroides tdpicos.

___Esteroides sistémicos acomparfiados de albendazol o mebendazol.
____Tratamiento sistémico solo con a ntihelminticos en dosis elevadas.

Prevencién

20. Las principales medidas profilacticas para evitar contraer la enfermedad consisten
en:

_____Hervir el agua de consumo humano.

____Coccidn adecuada de caracoles o moluscos antes de ser ingeridos.
____Disposicion adecuada de residuos liquidos y sélidos en las comunidades.
____Examen adecuado de las donaciones de sangre antes de ser utilizadas.

_____Todas las medidas anteriores son adecuadas para evitar contraer esta enfermedad.

21.0tras medidas profilacticas destinadas a impedir la infeccion incluyen:
____Uso de vacunas.

_____Uso de antihelminticos.

___Examenes periodicos de heces.

____ Deteccidn de anticuerpos en el suero.

____Ninguna de las anteriores.

Percepcion

22. Cree usted que en la Republica del Ecuador la infeccion por Angiostrongylus
cantonensis en humanos es:

___ Causa muy frecuente de enfermedad.

___ Causa poco frecuente de enfermedad.



____Nunca se han presentado casos de enfermedad producida por este parasito.

23. Durante su formacion como médico, los conocimientos impartidos sobre esta
parasitosis para conocer su modo de transmision, su diagnéstico, su tratamiento y
prevencion

____Fueron suficientes.

_____Fueron insuficientes.

____No se le proporcioné ninguna informacion sobre las enfermedades que produce.

Practica

24. Supongamos que es sabado y usted es un médico de atencion primaria en Balzar y
se presenta a su consulta un paciente con dolor de cabeza, nduseas, vomitos, dolores
musculares y refiere haber comido caracoles crudos tres dias previos, ¢cual es su
conducta?

Le administra tratamiento sintomatico y lo envia a su casa.

Le ofrece una hoja de interconsulta para que vaya al hospital el dia lunes al
gastroenterologo.

Lo envia inmediatamente al hospital més cercano.

25. Supongamos que usted es un médico del servicio de urgencias del Hospital de Tena
y llega un paciente con cefalea, nauseas, vomitos, parestesia, disturbios visuales y
antecedentes de haber ingerido caracoles crudos en los tres dias previos, si usted
sospecha de meningitis eosinofilica por A. cantonensis, ¢Qué examenes solicitaria?
____ Busqueda del parésito en LCR y conteo de eosindfilos, ademas de conteo de
eosinofilos en sangre.

Examen de gota gruesa y frotis de sangre periférica.

Busqueda del parésito en las deposiciones.

Hemocultivo.

Cultivo de orina.

GRACIAS POR SU PARTICIPACION VOLUNTARIA



Anexo 2. Formato de consentimiento informado.

CENTRO DE REFERENCIA NACIONAL DE PARASITOLOGIA, INSTITUTO
DE INVESTIGACION EN SALUD PUBLICA-INSPI

Se me ha solicitado ofrecer mi consentimiento para que participe en el estudio de
investigacion intitulado “Evaluacién sobre los conocimientos, percepciones y practicas
sobre angiostrongiliasis en médicos de atencion primaria de tres cantones de la
provincia Napo, Republica del Ecuador, antes y despues de la intervencion educativa.”
El estudio de investigacion incluird un cuestionario de 25 preguntas de alternativas
maltiples.

He leido la informacion previamente, de la cual tengo una copia. He tenido la
oportunidad de realizar preguntas sobre la informacion ofrecida y cada pregunta que he
hecho ha sido respondida para mi satisfaccion. He tenido el tiempo suficiente para leer
y comprender los riesgos y beneficios de mi participacion y consiento voluntariamente
participar en esta investigacion.

Firma del participante Fecha

Nombre del investigador que obtiene el consentimiento:

Firma del investigador Fecha



Anexo 3. Numeros de accesos de las secuencias nucleotidicas parciales del gen que

codifica la citocromo oxidasa subunidad | determinadas en este estudio.

Identificacion | Namero de | NUumero del especimen Fuente
acceso.
Banco de
genes
LSA-01 MW391020 | Esmeraldas_ COlI_CONTI | mitocondria
G COl | Angiostrongylus
cantonensis
LSA-02 MW390970 | Santa mitocondria
Elena_COI_CONTIG COI | Angiostrongylus
I cantonensis
LSA-03 MW390971 | EIOro_COIl_CONTIG COI | mitocondria
I Angiostrongylus
cantonensis
LSA-04 MW390972 | Guayas_COIl_CONTIG mitocondria
COl | Angiostrongylus
cantonensis
LSA-05 MW390967 | Zamora_COIl_CONTIG mitocondria
COl | Angiostrongylus
cantonensis
LSA-06 MW390974 | Pastaza COl_CONTIG mitocondria
Coll Angiostrongylus
cantonensis
LSA-07 MW390969 | Orellana_COI_CONTIG mitocondria
Coll Angiostrongylus
cantonensis
LSA-08 MW390973. | Manabi_COIl_CONTIG mitocondria
1 Coll Angiostrongylus
cantonensis
LSA-09 MW390968 | Napo_COI_CONTIG COI | mitocondria
I Angiostrongylus
cantonensis
LSA-10 MW390966 | Canar_COI_CONTIG COI | mitocondria
I Angiostrongylus
cantonensis
LSA-11 MW390965 | Sucumbios_COI_CONTIG | mitocondria
Coll Angiostrongylus
cantonensis




Anexo 4. Numeros de accesos de las secuencias nucleotidicas parciales del gen que

codifica la citocromo oxidasa subunidad 1 de otras partes del mundo y utilizadas en el

estudio de analisis filogenético.

Identificacién NuUmero de acceso. | NUumero del Fuente
Banco de genes especimen
1 Rio de Janeiro JX471066.1 NA mitocondria
Brasil ac8 Angiostrongylus
cantonensis
2 Belem do Para JQ595406 CHIOC35738a | mitocondria
Brasil ac8 Angiostrongylus
cantonensis
3 Espiritu Santo GU138111.1 9663 mitocondria
Brasil ac8 Angiostrongylus
cantonensis
4 Sao Gonzalo Rio | JX471066 CHIOC 35703 | mitocondria
de Janeiro Brasil Angiostrongylus
ac8 cantonensis
5 Tanel Noel Rosa | JX471068 Chioc 35721 | mitocondria
Brasil — RJ ac8 Angiostrongylus
cantonensis
6 Marituba — JX471065 Chioc 35722 | mitocondria
Parana Brasil Angiostrongylus
ac8 cantonensis
7 Encantado — Rio | JX471057 Chioc 35723 | mitocondria
Janeiro Brasil Angiostrongylus
ac8 cantonensis
8 Jundiai — SP JX471062 Chioc 35789 | mitocondria
Brasil Angiostrongylus
ac8 cantonensis
9 Vila Rami—SP | JX471067 Chioc 35834 | mitocondria
Brasil Angiostrongylus
ac8 cantonensis
10 | Brasil ac8 HQ440217.1 NA mitocondria
Angiostrongylus
cantonensis
11 | OkinawaJap6n | AB684370 NA mitocondria
acb Angiostrongylus
cantonensis
12 | Okinawa Japon | AB684369 NA mitocondria
ach Angiostrongylus
cantonensis
13 | Tokio Japén ac5 | AB684373 NA mitocondria
Angiostrongylus
cantonensis
14 | Tokio Japon ac5 | AB684371 NA mitocondria

Angiostrongylus
cantonensis




15 | Tokio Japén acs | AB684372 NA mitocondria
Angiostrongylus
cantonensis

16 | Niterdi —RJ JX471059 Chioc 35829 | mitocondria

Brasil ac5 Angiostrongylus
cantonensis

17 | Hirajima-01. ac5 | AB700680.1 NA mitocondria
Angiostrongylus
cantonensis

18 | Hawaii-01 acb AB700681.1 NA mitocondria
Angiostrongylus
cantonensis

19 | Tailandia, Laos, | KU532144.1 NA mitocondria

Camboya y Angiostrongylus
Myanmar ac5 cantonensis
20 | Bangkog AB684368.1 NA mitocondria
Tailandia ac4 Angiostrongylus
cantonensis
21 | Ishikawa Japon | AB684367 NA mitocondria
ac3 Angiostrongylus
cantonensis

22 | Kanagawa, AB684360.1 NA mitocondria

Japon acl Angiostrongylus
cantonensis

23 | Guangdong AB684365 NA mitocondria

China ac2 Angiostrongylus
cantonensis

24 | Zhejiang China | AB684374.1 NA mitocondria

ac6 Angiostrongylus
cantonensis

25 | Miyagi, Sendai | AB684375.1 NA mitocondria

Japon Angiostrongylus
ac’ cantonensis

26 | Tailandia, Laos, | KU532146.1 NA mitocondria

Camboya y Angiostrongylus
Myanmar ac13 cantonensis

27 | Tailandia ac13 KY703433.1 NA mitocondria
Angiostrongylus
cantonensis

28 | Tailandia, Laoa, | KU532148.1 NA mitocondria

Camboya y Angiostrongylus
Myanmar ac12 cantonensis

29 | Tailandia ac10 MK734440.1 NA mitocondria
Angiostrongylus
cantonensis

30 | Tailandia, Laos, | KU532147.1 NA mitocondria

Camboya y
Myanmar ac10

Angiostrongylus
cantonensis




31 | Tailandia acl6 KY703436.1 NA mitocondria
Angiostrongylus
cantonensis

32 | Tailandia ac15 KY703435.1 NA mitocondria
Angiostrongylus
cantonensis

33 | Tailandia ac4 KY439006.1 Voucher mitocondria

Acl2F Angiostrongylus
cantonensis

34 | Tailandia, Laos, | KU532143.1 NA mitocondria

Camboya y Angiostrongylus
Myanmar acll cantonensis

35 | Tailandia acl4 KY439007.1 NA mitocondria
Angiostrongylus
cantonensis

36 | Japén,Ishikawa | AB684367.1 NA mitocondria

ac3 Angiostrongylus
cantonensis

37 | Japon, AB684362.1 NA mitocondria

Kagoshima acl Angiostrongylus
cantonensis

38 | Taiwan, AB684363.1 NA mitocondria

Taichung acl Angiostrongylus
cantonensis

39 | China, Fujian, AB684364.1 NA mitocondria

Lianjiang ac2 Angiostrongylus
cantonensis
40 | China, AB684365.1 NA mitocondria
Guangdong, Angiostrongylus
Shenzhen ac2 cantonensis

41 | Tailandia, Laos | KU532145.1 NA mitocondria
Camboya y Angiostrongylus
Myanmar ac?2 cantonensis

42 | Brasil JX471055.1 NA mitocondria
CHIOC:35831 Angiostrongylus
ac9 cantonensis

43 | Japon, AB684377.1 NA mitocondria

Kanagawa, Angiostrongylus
Yokohama ac7 cantonensis

44 | Brasil GU138116 6971 mitocondria
Angiostrongylus
costaricensis

45 | Alemania GQ982 D28a mitocondria
Angiostrongylus
vasorum

NA: no asignado
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