
C o m pa r a c ió n  d e  d o s
MÉTODOS DE DIAGNÓSTICO

d e  T aenia  solium , T aenia saginata e
H tm en o lepis nana en  m u e s t r a s

FECALES HUMANAS

M inda-A luisa S .E .1, R od rígu ez-H id algo  R .1"2'*1*, 
U rre sta -M o n te n e g ro  D .1, C eli-E razo  M .1, C osta-V era C.3

& B en ítez-O rtiz  W .1'2

'Centro Internacional de Zoonosis 
Universidad Central del Ecuador (CIZ-UCE). Quito-Ecuador 

2Facultad de M edicina Veterinaria y  Zootecnia - UCE. Quito-Ecuador 
3Escuela Politécnica N acional. Departamento de Física. Quito-Ecuador

Resumen

L a teniasis e himenolepiasis son consideradas endé­

micas en el Ecuador. Estas zoonosis son causadas 

por las formas adultas de cestodos del género Tae­

nia e Hymenolepis. La infestación por Taenia spp. es 

una zoonosis cuyas tasas de prevalencia varían en función de diversos 

factores socio-económicos y culturales. E l comportamiento humano,
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al ser el hospedero definitivo, resulta fun­
damental para su persistencia, ya que la 
contaminación con heces humanas po­
sibilita la infección de los animales, y el 
hábito de ingerir carne cruda o poco coci­
nada cierra el ciclo permitiendo la infesta­
ción humana por tenias adultas. En el caso 
de la infestación por Hymenolepis spp. los 
humanos y otros animales, como roedores, 
resultan infectados cuando consumen ma­
terial contaminado por insectos (hospede­
ros intermediarios). Los exámenes copro- 
parasitarios para identificación de huevos, 
y los tamizajes en las muestras fecales, para 
visualización de proglótidos son utilizados 
como pruebas diagnósticas; además, de la 
implementación de diagnóstico molecular. 
De un total de 310 muestras fecales colec­
tadas en dos Escuelas de la Provincia de 
Loja, Cantón Pindal analizadas por mi­
croscopía y P C R  en tiempo real (q-PCR), 
se encontraron que todas las muestras fue­
ron negativas para Taenia solium  y ocho 
positivas para Hymenolepis nana (2.52%), 
en microscopía, mientras que, tres mues­
tras positivas para T. solium  (0.94%) y 18 
positivos para H . nana (5.66%) fueron 
diagnosticadas por q-PC R . Por otro lado, 
ninguna muestra resultó positiva para T. 
saginata con ninguno los dos métodos.

Palabras claves: q -PC R , Taenia so­
lium, Taenia saginata, Hymenolepis nana, 
Ecuador, coprología

Introducción

Las infecciones parasitarias, causadas 
por cestodos y que afectan a los humanos 
son Taenia solium (Tsol), Taenia saginata

(Tsag), Hymenolepis nana (Hn). E l hom­
bre es el hospedador definitivo, mientras 
que, el cerdo, el bovino y las pulgas (X e-  
nopsylla cheopis) son los huéspedes inter­
mediarios, respectivamente (C FSPH , 
2005). El ser humano puede ser también 
hospedero accidental del metacestodo de 
T. solium, causando la neurocisticercosis 
cuyo síntoma principal, la epilepsia, es 
de importancia en Salud Pública (Kraft, 
2007; Chater et al., 2009). E l diagnóstico 
de teniasis se realiza por microscopía de 
heces fecales o la búsqueda de proglótidos 
por tamizaje de las heces. No obstante, 
su sensibilidad y especificidad son bajas 
(Salvatella & Eirale, 1996, Meza &  Agui- 
lar, 2002) y no permiten diferenciar entre 
las especies de Taenia. Técnicas actuales 
como las pruebas inmunológicas (Alian 
et a l.,1992; Wilkis et al., 1999; Alian et 
al., 2003) y las moleculares (Nunes et al., 
2006; Rodríguez-Hidalgo et al., 2007) 
han permitido identificar la gravedad del 
problema en el hombre. La variación ge­
nética dentro de la especie de T. solium  es 
aún desconocida aunque algunos autores 
ya se han encontrado diferencias de acuer­
do a su ubicación geografía (González et 
al., 2000; Ito et al., 2003; Campbell et al., 
2006; Maravilla et al., 2008).

La himenolepiasis por Hymenolepis 
nana e Hymenolepis dim inuta son las más 
comunes en humanos y roedores (C D C , 
2004; Soulsby, 1987). E l diagnóstico se 
basa en la identificación de huevos en téc­
nicas coproparasitarias (Salvatella &  Eira- 
le, 1996). Debido al pequeño tamaño del 
cestodo y a la destrucción de las proglóti­
dos en el lumen intestinal, es raro encon­
trar estos elementos en las heces (Martí- 
nez-Barbabosa et al., 2010).
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E l objetivo del presente estudio es 
comparar los resultados de dos métodos 
diagnósticos: microscopía y diagnóstico 
molecular en la detección de cestodos en 
las heces fecales humanas

Materiales y Métodos

Un total de 310 muestras fecales fue­
ron colectadas en dos escuelas del Cantón 
Pindal, en la Provincia de Loja; 146 fueron 
niños y 164 niñas, en edades comprendi­
das entre los 6 y 14 años. Las muestras 
fecales fueron almacenadas en etanol ab­
soluto, proporción etanol-materia fecal de

3:1, y en formol al 10% en proporciones 
iguales las cuales se almacenaron a 4°C 
hasta su definitivo almacenamiento a 
-20°C. Se utilizó las muestras con formol 
para el diagnóstico microscópico median­
te la técnica de concentración en formol-|
éter de Ritchie (Salvatella ScEirale, 1996), 
realizada en los laboratorios del Centro 
Internacional de Zoonosis de la Universi­
dad Central del Ecuador (C IZ -U C E ) en 
Quito-Ecuador.

Las muestras en etanol fueron pro­
cesadas en los laboratorios del Departa­
mento de Parasitología del Leiden Uni- 
versity Medical Center (LU M C) en Lei­
den, Holanda y se utilizaron para el aisla-

Tabla 1. Secuencia de Prim ers para T T H  P C R  

Primer y Sonda Secuencia

Primer Tsol - IT S  145F

Primer Tsol - IT S  230R

Probe Tsol - IT S  169Tq - 
FAM

Primer Tsag - IT S  F529

Primer Tsag - IT S  R607

Probe Tsag - IT S  58 lT q  - 
Quasar

5’-A TG  G A T C A A T C T  G G G  T G G  A G T T -3 ’ 

5’-A TC  G C A  G G G  TAA G A A  AAG AAG G T -3 ’

5’-T G G  TAC T G C  T G T  G G C  G G C  G G -3 ’

5’-G C G  T C G  T C T  T T G  C G T  TAC A C -3’ 

5 -T G A C A C  AAC C G C  G C T  C T G -3 ’

5’-C C A  CAG CAC CAG C G A  CAG CAG CAA-3’

Primer Hn - IT S1 1593F

Primer Hn - IT S1  1680R 

Probe Hn - Hna - 1622 - Y Y

5’-C A T T G T  GTA CCA AAT T G A  T G A  T G A  
G TA -3’

5’-CA A  C T G  ACA G C A  T G T  T T C  G A T A T G -3’ 

5’-C G T  G T G  C G C  C T C  T G G  C T T  ACC G -3 ’
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miento de ADN. Se tomaron 250 [í L  de 
la suspensión etanol-heces en un vial y se 
centrifugó a 13000 g  por 30 segundos. El 
etanol fue removido y el pellet fue lavado 
con NaCl 0.9%. Después el pellet fue re­
suspendido en 200 pL de polivinilpolipi- 
rrolidona (PVPP) al 2%, incubado toda la 
noche a -20°C  y, posteriormente, incuba­
do por 10 minutos a 100°C. E l protoco­
lo de extracción fue descrito por Verweij 
et a l (2001). E l q -P C R  fue utilizado con 
la metodología TaqMan de fluorescencia 
(Heping et al., 2006), la misma que, di­
ferencia entre Tsol, Tsag y Hn; de ahí su 
nombre en siglas T 77/ P C R . Las concen­
traciones de los componentes fueron: 25 
mM de M gCl2,5mg/mL de seroalbúmina 
bovina (BSA ), 25 pM de los primers y 10 
pM de las sondas. E l volumen de reacción 
final fue 20 pL. La secuencia de los pri­
mers y sondas utilizados en la T T H  P C R  
se describen en la Tabla 1. E l programa 
del termociclador (C FX 96 Real-time 
P C R  Detection System, Bio-Rad, Her­
cules, California) fue: denaturación inicial 
de 15 min a 95°C, seguido de ciclos de 
denaturación de 15 s a 95°C, annealing de 
30 s a 60°C y extensión de 30 s a 70°C. 
La temperatura final de la muestra fue de 
15°C.

E l IT S  1, por su nombre en inglés 
Internal Transcribed Spacer 1 (Ito et al., 
2003; Mayta et al., 2000), fue el fragmen­
to de ADN utilizado en la amplificación, 
donde el multiplex P C R  amplifica un 
fragmento de 86 bp para el caso de Tsol y 
88 bp para Hn.

Después del q-PC R , las curvas de am­
plificación están definidas por su valor Ct 
(Cycle Threshold), que son valores del ci­
clo del P C R  donde los niveles de fluores­
cencia alcanzan un umbral determinado 
(Vaerman et al., 2004; Heid et al., 1996). 
Valores de C t mayores a 40 corresponden 
a muestras negativas.

Resultados

De las 310 muestras procesadas por 
microscopía se obtuvieron 8 muestras 
positivas a Hn (2.58%) y no se demos­
tró la presencia de huevos de Taenia spp. 
Mientras que, con q -P C R  se obtuvieron 
18 muestras positivas a Hn (5.81%) y 3 
muestras positivas a Tsol (0.97%). En la 
Tabla 2 y 3 se presentan los resultados 
del estudio.

Tabla 2. Positividad de las pruebas comparando ambas.

Microscopía q-PC R

Target N° Muestra n/ 
(n -310) %

N° Muestra 
(n=310)

%

Tsol 0  0 3 0,94

Hn 8 2,52 18 5,66
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Tabla 3. Com paración de los métodos utilizados.

Código Edad Sexo
Microscopía q- PCR

Hna Hnb Tsolb

ZR Et - 12 6 M (++) 24.70

LU Et - 149 7 F (++) 23.92

LU Et - 159 7 M «

LU Et - 161 7 M M

LU Et - 169 7 F 31.65

LU Et - 175 7 F 37.41

LU Et -180 7 F 33.98

LU E t - 231 7 M (++) 24.22

ZR Et - 42 8 M 36.56

LU Et - 200 8 F (++) 23.64

LU Et - 203 8 F (++) 25.58

ZR Et - 56 9 M 38.10

ZR Et - 71 9 F 29.68

LU E t - 255 9 F 36.14

LU Et - 293 9 F 36.51

LU E t - 268 10 F M 25.33

LU Et -  275 10 M 34.14

ZR Et -  84 11 M 26.63

ZR E t -  111 11 F 39.11

LU Et -  260 11 M 32.45
a = (+) has­

ta 10 huevos por
LU Et -  306 11 F 27.41 placa. (++) de 10

L U E t-3 1 9 12 M 33.59
hasta 30 huevos 
por placa.

ZR E t - 9 7 14 F 32.76
-----------------------------------------------------------------------------------------  b = Valor de Ct
TOTAL 8 18 3 (Cycle Threshold)
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Discusión

Las técnicas utilizadas en este estudio 
permitieron evidenciar la presencia de 
los parásitos en los casos indicados en las 
Tablas 1 y 2. La prueba microscópica de 
Ritchie no permite diferenciar entre hue- j 
vos de Taenia spp., por la similitud que 
presentan entre ellos (Flisser et al., 2006). 
Adicionalmente esta técnica es considera­
da una prueba de diagnóstico de tamiza- 
je  o screening (Fernandez &  Díaz, 2003) 
debido a su baja sensibilidad y especifici­
dad (Salvatella &  Eirale, 1996, Meza &  
Aguilar, 2002). La utilización de copro- 
parasitarios seriados o la comparación de 
metodologías permitirían maximizar la 
efectividad del diagnóstico (Navone et al., 
2005). Por otro lado, las pruebas molecu­
lares, por su alta sensibilidad y especifici­
dad (Méndez &  Pérez, 2004), identifican 
el material genético del parásito adulto 
(Nickisch-Rosenegk et al., 1999; Hoberg 
et al., 2001; Ito et al., 2002) o de los me- 
tacestodos en heces fecales (Dinkel et al., 
1998; Yamasaki et al., 2004; Stefanic et al., 
2004; Nunes et al., 2003 ,2005 ,2006). Los 
resultados encontrados en este estudio 
muestran la alta presencia de Hn, en las 
poblaciones humanas, debido al número 
de muestras diagnosticadas en cada técni­
ca: 8 muestras en Ritchie y 18 muestras 
positivas en q-PC R . Adicionalmente, las 
muestras detectadas por el q -PC R  confir­
man la sensibilidad y especificidad, supe­
rior de esta técnica, en comparación con 
las técnicas coproparasitarias. Probable­
mente la presencia de ADN en las heces, 
que se encuentran en las formas inmadu­
ras, maduras, huevos y células de desca­
mación del parásito, hace la diferencia de 
diagnóstico entre las técnicas moleculares

y coprológicas. Estas últimas para mos­
trar un resultado positivo deben detectar 
huevos los cuales son eliminados solo por 
el parásito adulto, afectando directamen­
te la sensibilidad y especificidad de estas 
últimas. Adicionalmente, se evidenció 
que, de las ocho muestras positivas a Hn 
en microscopía, solo seis fueron también 
positivas a q -PC R  (Tabla 2 y 3). Esto po­
dría deberse, por ejemplo, a la cantidad de 
ADN  mínima detectable de la técnica la 
cual está entre 10 ng y 1 pg aunque la can­
tidad óptima recomendada es de 100 ng a 
1 pg (Dorak, 2010).

E l diagnóstico de la teniasis por biolo­
gía molecular ha utilizado diversas técnicas 
y procedimientos desde el primer estudio 
reportado en 1995 (Chapman et al., 1995) 
en las que se incluyen al multiplex-PCR 
(González et al., 2000, 2002; Nunes et al., 
2003; Yamasaki et al., 2004), PCR-Res- 
triction Fragment Length Polymorphism 
(RFLP) (Mayta et al., 2000, Rodríguez- 
Hidalgo, 2007) and Random Amplified 
Polymorphic DNA (RAPD) (Eom et al., 
2002; Vega et al., 2003). En la actualidad, 
las técnicas de PC R  en tiempo real han 
mejorado y facilitado el diagnóstico por su 
alta sensibilidad y especificidad. En este es­
tudio, se pudo hacer la diferenciación entre 
la especies de Taenia e Hymenolepis, además 
de la cuantificación del ADN extraído. 
Esta información es de mucha utilidad en 
estudios de campo ya que se pueden rea­
lizar detecciones tempranas del parásito. 
Con esto se facilitaría el tratamiento y con­
secuentemente, el control de la enfermedad 
en áreas endémicas. Desafortunadamente, 
esta tecnología es costosa y requiere de 
laboratorios especializados que limita su 
aplicación en países en vías de desarrollo.
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Por esta razón, es importante continuar 
con la investigación y búsqueda de alter­
nativas de diagnóstico sencillas, eficientes, 
rápidas y de bajo costo.
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