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RESUMEN

Ascaris spp. se trata de un género de nematodos ascaridios de la familia
Ascarididae, causante de la ascariasis en humanos y cerdos. En cuanto a su
prevalencia, ésta se encuentra estrechamente relacionada a fendmenos
demograficos, climaticos y socioeconomicos; teniendo en cuenta que la
poblacion que tiene mayor riesgo de padecer la enfermedad es aquella que
habita en zonas donde el saneamiento y la higiene son deficientes. La poblacion
que se ve mas afectada son los nifios en edad escolar, debido a que tienden a
ser mas activos en el ambiente de infeccion y rara vez emplean buenas
conductas sanitarias. El diagnostico de Ascaris spp. se realiza mediante
métodos convencionales como la microscopia, aunque estos métodos poseen
una baja sensibilidad. Sin embargo, en la actualidad la Biologia Molecular ofrece
técnicas sensibles y especificas para el diagndéstico de parasitos tales como la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En el presente estudio, se
analizaron 580 muestras (heces) de nifilos en edad escolar divididos en tres
regiones Costa (n=140), Sierra (n=100) y Oriente (n=340). Con estas muestras
se llevé a cabo la amplificacién de la subunidad 1 del gen citocromo ¢ oxidasa
(COX1) para el diagnostico de Ascaris spp.; considerando como resultado
positivo la presencia de una banda de 192 pb y utilizando como control positivo
ADN extraido a partir del parasito puro de Ascaris spp. Como resultado final del
estudio se obtuvieron 29 muestras positivas y 551 muestras negativas, lo que
resultd en un porcentaje de prevalencia del 5% de Ascaris spp. en las tres
regiones estudiadas mientras que el porcentaje de prevalencia encontrado por
microscopia fue del 3%. A partir de los resultados obtenidos se puede afirmar
que la PCR a punto final es especifica y sensible para el diagndstico de Ascaris
spp. Finalmente, la regién Costa fue la que presentd un mayor nivel de
prevalencia del parasito, seguido por el Oriente y la Sierra. Estos resultados
pueden deberse a la existencia de factores ambientales, socioeconémicos y
habitos de higiene de la poblacion que incrementan la probabilidad de ser

infectado por Ascaris spp.

Palabras clave: Ascaris spp., Factores de Riesgo, Prevalencia, PCR, COX1



ABSTRACT

Ascaris spp. is a genus of ascaridia nematodes of the Ascarididae family, which
causes ascariasis in humans and pigs. As for its prevalence, it is closely related
to demographic, climatic and socioeconomic phenomena; taking into account that
the population that has the highest risk of suffering from the disease is that which
is in areas where sanitation and hygiene are deficient. The population that is most
affected are school-age children, because they tend to be more active in the
infected environment and rarely engage in good health behaviors. As for the
diagnosis of Ascaris spp., it is usually detected using conventional methods such
as microscopy, but it has low sensitivity and in many cases it is necessary to
make a careful preparation for its detection. However Molecular Biology currently
offers sensitive and specific techniques for the diagnosis of parasites such as
polymerase chain reaction (PCR). In the present study, 580 samples (feces) of
school-age children divided into three regions: Costa (n = 140), Sierra (n = 100)
and East (n = 340). We analyze the samples through the amplification of the
cytochrome c oxidase gene subunit 1 (COX1) for the diagnosis of Ascaris spp.
Considering as a positive result the presence of a band of 192 bp. For the
analysis, DNA extracted from the pure parasite of Ascaris spp was used as a
positive control. As a final result, 29 positive samples and 551 negative samples
were obtained, which resulted in a prevalence rate of 5% of Ascaris spp. in the
three regions studied, while the prevalence rate found by microscopy was 3%.
From the obtained results it can be affirmed that the end-point PCR is specific
and sensitive for the diagnosis of Ascaris spp. Finally, the Costa region presented
the highest prevalence of the parasite, followed by the East and the Sierra. This
may be due to the existence of environmental, socioeconomic and hygiene habits
of the population in Costa region that increases the probability of being infected

by Ascaris spp.

Keywords: Ascaris spp., Risk Factors, Prevalence, PCR, COX1
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1. Capitulo I. Introduccion

1.1Antecedentes

El género de nematodos Ascaris spp. comprenden varias especies de
parasitarios causantes de enfermedades, tales como la ascariasis en humanos

(Ascaris lumbricoides) y en cerdos (Ascaris suum)(Dold y Holland, 2010).

Los huéspedes humanos o cerdos contraen las infecciones de Ascaris spp.
mediante la via fecal oral (Scott, 2008). A partir de la ingestion de los huevos
infecciosos, las larvas eclosionan en el intestino y migran al ciego y colon
proximal penetrando la mucosa. Posteriormente migran a través de la vena porta
hasta llegar al higado. A continuacién, migran hacia los pulmones donde son
expulsados en la saliva al toser o son deglutidos. Finalmente, las larvas regresan
al intestino donde maduran y logran alcanzar la madurez sexual (Scott, 2008).

Una ruta migratoria similar tiene lugar en los cerdos (Dold y Holland, 2010).

Los gusanos adultos pueden residir en el intestino delgado aproximadamente un
afio, pero la mayoria son expulsados en la semana 23. Las larvas adultas
femeninas y masculinas miden entre 20-35 cm y 15-25 cm respectivamente. La
produccion de huevos en las especies de Ascaris spp. Se encuentra
generalmente en un rango de 200,000 huevos por cada gusano. Los huevos no
embrionarios salen de sus huéspedes a través de las heces y pueden
permanecer viables en el suelo por aproximadamente 15 afios (Dold y Holland,
2010).

Entre los sintomas que suelen presentarse por la infeccion de Ascaris spp. se
encuentran: vomitos, tos aguda, sibilancias o dificultad para respirar, perdidas de

peso, deposiciones irregulares, dolor estomacal y la presencia de gusanos en



las heces. Sin embargo, las infecciones severas pueden dar lugar a
complicaciones peligrosas (obstruccion intestinal, por ejemplo) cuando los
gusanos bloquean el paso al higado o pancreas. Asimismo, las infecciones
pueden llevar a la pérdida del apetito y la absorcién deficiente de alimentos,
causando retraso en el crecimiento y una mala nutricion (Serpa, Velecela y
Balladares, 2014).

Actualmente, la Organizacién Mundial de la Salud reconoce a las enfermedades
gastrointestinales producidas por los helmintos, como una de las més frecuentes
y que mayores dafios causan a la salud en la poblacién mundial (Organizacion
Mundial de la Salud, 2016). En particular, las geohelmintiasis, es decir, las
helmintiasis transmitidas por el contacto con el suelo como las ascariasis o

trichuriasis.

En cuanto a su prevalencia, esta se encuentra estrechamente relacionada a
fendmenos demogréficos, diferencias climaticas y al desarrollo socioeconémico.
Teniendo en cuenta que la poblacion que tiene mayor riesgo de padecer la
enfermedad es aquella que habita en zonas donde el saneamiento y la higiene

son deficientes (Connell y Nutman, 2016).

Por otra parte, el grupo que se ve mas afectado por la infeccion producida por
Ascaris spp. son los nifios en edad escolar, debido a que tienden a ser mas
activos en el ambiente de infeccién y rara vez emplean buenas conductas

sanitarias (Meurs, et al, 2015).

El diagnéstico de Ascaris spp. involucra una serie de métodos de laboratorio
convencionales tales como microscopia Optica, ultrasonido y endoscopia.

Especificamente uno de los métodos mas usados para el diagnostico de Ascaris



spp. es la técnica de Kato-Katz, un método de frotis grueso. Esta técnica se
encuentra limitada por la variacion diaria en la excrecion de los huevos de los
helmintos, la confusién con otros parasitos y la experiencia de los técnicos de
laboratorio (Min-Jun, 2012).

Sin embargo, en la actualidad las técnicas de Biologia Molecular son
convenientes y necesarias para el diagnéstico de enfermedades parasitarias
(Min-Jun, 2012). Puesto que estas técnicas ofrecen resultados en funcion de
los componentes antigénicos o de segmentos especificos de ADN. Ademas, las
técnicas basadas en herramientas moleculares no se ven influenciadas por
factores ambientales, garantizando un elevado porcentaje de fiabilidad (Tabares
,2011).

Entre las pruebas moleculares mas importantes para el diagnéstico de parasitos
se encuentra la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Las técnicas
basadas en PCR han revolucionado varias areas de estudio, por la capacidad de
amplificar ADN a partir de pequefias cantidades del material biologico de partida.
Por consiguiente, son importantes en la parasitologia puesto que con mucha
frecuencia resulta imposible obtener una cantidad suficiente de material
parasitario en sus diferentes etapas del ciclo de vida para el analisis
convencional (Min-Jun, 2012). Por ejemplo, en el estudio de Lamberto y Jourdan
(2015) en el cual se efectu6é una comparacion entre la PCR y la microscopia para
el diagndstico de Ascaris spp. se obtuvo como resultado que la PCR cuenta con

mayor sensibilidad y especificidad como método diagnéstico.

Estudios epidemioldgicos han identificado marcadores polimérficos para la
deteccién de Ascaris spp. tales como el primer espacio transcrito interno (ITS1),
subunidad 1 del gen citocromo c oxidasa (coxl) y NADH deshidrogenasa
subunidad 1 (nadl) (Das , Chowdhury y Ganguly, 2015).



En la investigacion efectuada por Betson y colaboradores (2010) determinaron
que el haplotipo H1 del gen COX1 es el mas abundante, particularmente en
gusanos de humanos. De igual forma establecieron a COX1 como uno de los
genes mas conservados en el genoma mitocondrial de Ascaris spp. (Brown,
1985).

1.2 Planteamiento del problema

Las enfermedades parasitarias constituyen un grave problema para la salud
publica. La Organizacién Mundial de la Salud sefialé que casi mas de un tercio
de la poblacién mundial esta infectada por uno o mas parésitos (El Safadi, et al,
2016).

Actualmente, una de las infecciones parasitarias mas comunes y de mayor
importancia en el mundo es la ascariasis (Mama y Alernu, 2016). Esta infeccion
se presenta con mayor frecuencia en los continentes que presentan mayores
indices de pobreza como es el caso de Africa y Latinoamérica. En América
Latina se ha estimado que las infecciones provocadas por helmintos causan
dafio en un 30% de la poblacién (Mama y Alernu, 2016).

En nuestro pais uno de los problemas que mas aqueja la salud de la poblacion
son las enfermedades causadas por parasitos (Walton, 2017). Asi, uno de las
parasitos mas frecuentes y que causa mayor dafio es Ascaris spp., cuya
prevalencia es del 3% segun las estadisticas del Ministerio de Salud (INSPI,
2016)



Sin embargo, en el Ecuador estas enfermedades parasitarias son mal atendidas
y tienen una elevada probabilidad de incrementarse en un futuro cercano si no
se toman a tiempo las medidas adecuadas de control. Por lo que la prevalencia

de la enfermedad no disminuira si no que, por el contrario, ira aumentando.

La adquisicion de esta enfermedad tiene una relacién directa con el consumo de
agua, tierra y alimentos contaminados con huevos embrionarios. Asimismo, la
probabilidad de contraer la infeccién aumenta por la presencia de ciertos factores
de riesgos como la falta de agua potable, la carencia de saneamiento, las

pésimas condiciones de higiene y la precariedad de la vivienda.

Cabe recalcar que el Ecuador es uno de los paises que presenta un alto indice
de pobreza con un 23,35 % que en la poblacion urbana asciende al 43,96% y un
indice de pobreza extrema del 19,53% (Ecuadorencifras, 2016). Es por esto que
se considera que la poblacién ecuatoriana tiene una alta probabilidad de padecer
enfermedades parasitarias (Ecuadorencifras, 2016).

La poblacion que mas se ve afectada por la ascariasis son los nifios menores de
14 afos, debido a que se encuentran expuestos a factores que aumentan la
probabilidad de infeccion por Ascaris spp.(Min-Jun, 2012).

La ascariasis puede generar pérdida del apetito y una absorcién deficiente de
nutrientes, lo cual provoca pérdida de peso, cansancio, falta de concentracion lo
gue se traduce en problemas en el crecimiento y un bajo rendimiento escolar.
Finalmente, si las complicaciones no son tratadas a tiempo pueden causar la

muerte del paciente (Phuphisut, et al, 2014).



El diagnostico de Ascaris spp. que se realiza actualmente en nuestro pais, es
llevado a cabo mediante técnicas convencionales de laboratorio. Una de las més
utilizadas es la técnica de Kato- Katz (Tabares, 2011). Esta técnica ofrece
resultados con un bajo porcentaje de fiabilidad, debido a que estos dependen
de la excrecion de los huevos de los helmintos que varia de dia en dia.
Igualmente, suele existir la confusion de un parasitos con otro. Por tanto, es
sumamente importante la experiencia de los técnicos de laboratorio para obtener
resultados confiables. Finalmente, estos métodos convencionales cuentan con
una baja sensibilidad, por lo que no pueden detectar pequefias cantidades de
material, lo cual es de gran relevancia en parasitologia (Tabares, 2011).

Es innegable que mientras no se establezca un diagndstico confiable, sensible
y seguro, no existird una disminucién en cuanto a la prevalencia de Ascaris spp.
en nuestro pais (Tabares, 2011). Por lo tanto la informacion y los resultados
obtenidos a partir de este estudio podrian servir como una importante

herramienta de diagnostico para combatir la Ascariasis en el Ecuador.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo General

Establecer el diagnéstico molecular de Ascaris spp. mediante el empleo de

herramientas moleculares en nifios ecuatorianos en edad escolar.

1.4.2 Objetivos especificos

Determinar la presencia de Ascaris spp. en muestras fecales de nifios en edad

escolar del Ecuador mediante PCR a punto fijo.

Determinar la prevalencia de Ascaris spp. de nifios en edad escolar en el

Ecuador, a partir de los resultados obtenidos por el diagnéstico molecular.



1.5 Justificacion de la investigacion

Ascaris spp. son parasitos de gran importancia para la salud humana en una
amplia gama de paises. Infecta a 1.400 millones de personas en todo el mundo
y entre 100 y 200 millones se ven afectados clinicamente (Cavallero, et al, 2013).
Por otro lado, Ascaris suum es un nematodo parasitario generalizado que causa

infeccion en cerdos con altas de tasas de prevalencia.

Se considera que los grupos mas afectados por estas infecciones son los nifios
menores de 14 afios, debido a que estos tienden a ser mas activos en el
ambiente de infeccidén y rara vez emplean buenas conductas sanitarias (Harhay,
Horton y Olliaro, 2010). Por ende, los mas afectados con diferencia son los nifios

en edad escolar.

Cabe recalcar que el 62,7% de los hogares en donde residen los nifios en edad
escolar, se encuentra en condiciones de pobreza. Asimismo las enfermedades
gastrointestinales son una de las 10 principales causas de consultas al pediatra
en los servicios de salud publica en nuestro pais (Serpa, Velecela y Balladares,
2014).

Los sintomas o lesiones que pueden presentarse dependen del nimero de
pardsitos que se encuentren presentes en el hospedador (Claudia y Sanchez,
2008). En patrticular los principales sintomas son dificultad para respirar, pérdida
de fluidos por diarreas, vomitos, mala absorcién intestinal, anemia en individuos
altamente infectados, problemas en el desarrollo y crecimiento (Serpa, Velecela
y Balladares, 2014).

Con respecto al diagnostico de Ascaris spp., existen métodos que emplean

anticuerpos comerciales, pero los mismos son poco sensibles e incapaces de



diferenciar entre infecciones actuales y pasadas (Basuni, et al, 2010). En
comparacion, la PCR cuenta con una alta sensibilidad, detecta parasitos
independientemente de la inmunocompetencia o antecedentes clinicos previos
del paciente, y puede distinguir entre organismos que son morfolégicamente
similares (Tavares, et al, 2011). De igual forma el diagndstico de parasitos se
basa a menudo en la deteccibn mediante examenes microscopicos, sin
embargo, este método resulta insensible y puede carecer de especificidad (Weis,
2012).

En particular, la PCR a punto fijjo ha mostrado ser un método efectivo para la
deteccion de Ascaris spp. en comparacion con las técnicas de microscopia
(Tabares, 2011). Debido a que estas técnicas carecen de la capacidad de
diferenciar entre las especies del género Ascaris, por su gran similitud
morfolégica. De igual manera, la microscopia puede resultar sumamente
laboriosa y es necesario un analista experimentado para evitar falsos positivos o
negativos. En consecuencia existe un alto riesgo de tratamiento retardado o
inadecuado, pudiendo generar complicaciones que pongan en peligro a los
pacientes. En contraposicién, el diagnéstico basado en PCR ha dado lugar a
avances epidemiolégicos, médicos o de salud publica, ayudando a mejorar la

caracterizacion de los parasitos (Bell y Randford, 2002).
El establecimiento de un método de diagndstico molecular proporcionara una
alternativa efectiva de control para disminuir la incidencia de Ascaris spp en el
Ecuador.

2.Capitulo Il. Marco Teodrico

2.1 Descripcion del Programa Propad

El Instituto Nacional de Investigacién en Salud Publica INSPI, es la unidad

ejecutora del Programa Nacional para el Abordaje Multidisciplinario de las



Parasitosis Desatendidas en el Ecuador "PROPAD", programa que comenzo el
1 de julio del 2013 bajo la iniciativa de la Dra. Ana Lucia Ruano. Actualmente se
desarrolla el programa exitosamente gracias al financiamiento de la Secretaria
de Educacion Superior, Ciencia Tecnologia e Innovacion SENESCYT. Este
programa proyecta una linea de investigacion en el Ecuador que desarrolla
Pruebas Inmunoldgicas, Pruebas Moleculares, Ciclos bioldgicos, Resistencia

Antiparasitaria y Prevalencia de Parasitosis en general en el pais (INSPI ,2017).

2.2 Definicién de Parasitologia

Desde hace millones de afios las plantas y los animales han competido por el
alimento y por el espacio. Un parasito es todo aquel organismo que vive y se
alimenta de otro ser vivo dentro o fuera de él, pudiéndole causar dafios aparentes
o inaparentes. La parasitologia es la ciencia que estudia a los organismos que
viven en el interior o exterior de otro organismo, obteniendo a partir de este
abrigo y alimento, siendo esta asociacion no siempre nociva para el hospedero
(Quiroz, 2005, p.15).

Los parasitos tienen la capacidad de adaptarse a los diferentes habitats del
huésped tales como: la piel, sangre, tejido subcutaneo, cavidades y tejidos. La
gran mayoria de los animales albergan una gran cantidad de especies de
parasitos, los cuales superan a los que se encuentran en vida libre. Los
principales grupos de parasitos son: helmintos, protozoarios, artropodos y

pentastomidos.

La parasitosis intestinal comprende aquellas infecciones intestinales que
pueden ocasionarse por la ingestion de quistes, huevos o larvas de gusanos o

por la penetracion de las larvas mediante la via transcutanea desde el suelo. Los
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parasitos intestinales son producidos por parasitos cuyo habitat es el aparato
digestivo del hombre (Quiroz, 2005, p.117).

2.3 Ascaris

Ascaris spp. comprende un género de nematodos ascarididos de la familia
Ascarididae. Este género de nematodos parasitarios se encuentra conformado
por Ascaris lumbricoides, y Ascaris suum, los cuales infectan a humanos y

cerdos respectivamente (Doll y Holland, 2010).

Los nematodos son gusanos cilindricos y alargados, de simetria bilateral, no
segmentados y de sexos separados. Los nematodos intestinales son
transmitidos por via digestiva, dando lugar a un parasitismo intestinal a partir del
gusano adulto, que en la gran mayoria de los casos cursa sin manifestaciones

clinicas, lo que explica su gran difusion (Rodriguez, 2013, p. 70).

2.3.1 Clasificacién taxonémica de Ascaris lumbricoides y Ascaris suum

Reino: Animalia

Filo: Nematoda

Clase: Secernentea

Orden: Ascaridida

Familia: Ascarididae

Género: Ascaris

Especie: Ascaris lumbricoides
Especie: Ascaris suum
(James, et al, 1982)
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2.4 Morfologia

Ascaris lumbricoides y Ascaris suum son los neméatodos de mayor tamafio que
se encuentran en el tubo digestivo de los seres humanos y cerdos
respectivamente. La hembra mide de 20-35 cm, mientras que el macho de 15-
30 cm con un ancho aproximadamente de 4 mm. Ascaris spp. tiene una forma
cilindrica con un extremo posterior puntiagudo y uno anterior romo, mientras que
los cordones laterales son aparentes y tienen el aspecto de estrias de color
blanquecino que recorren longitudinalmente el cuerpo de este nematodo (Doll y
Holland, 2010).

Por otro lado, la cabeza se encuentra conformada por tres labios bien
diferenciados provistos de diminutos dientes o denticulas. Cada uno de los
labios posee diminutas papilas gemelas en los bordes laterales. En el centro se
puede hallar una pequefia cavidad bucal cuya forma es triangular, la cual
contintia en el es6fago e intestino tubular, finalizando en el ano en la hembra y

en la cloaca sexual en el macho (Rodriguez, 2013, p. 69).

El macho tiene un extremo posterior que esta curvado hacia la posicién ventral.
Los organos genitales del macho se encuentran formados por un tubo largo,
seguido por los testiculos, el vaso deferente y el conducto eyaculador, el cual

desemboca en la cloaca seguido del recto y las espiculas copuladoras.

Por su parte, la hembra no presenta el enrollamiento que se puede observar en
el macho. La vulva se encuentra localizada en la region medio central,
abriéndose cerca de los tercios anterior y medio del cuerpo. A continuacion, se
encuentra la vagina en forma conica la cual se bifurca para formar un par de
tubos genitales, cada uno los cuales se encuentra formado por un utero, un

receptaculo seminal, oviducto y ovario. Estos tubos se encuentran enrollados en
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la parte posterior y media, pudiendo contener hasta 27 millones de huevos,
produciendo 200,000 huevos diarios aproximadamente. Existen dos tipos de
huevos: los fecundados y no fecundados. Los primeros tienen una forma ovalada
con una capsula gruesa y transparente conformada por tres capas, la interna o
membrana vitelina que es lipoide, la media que se deriva del glucogeno y

finalmente la externa albuminoidea que cuenta con multiples mameloides.

El interior se encuentra conformado por una masa amorfa de citoplasma. Por
otra parte, la membrana vitelina es inerte y debido a que es impermeable evita
gue sustancias téxicas del medio ingresen y puedan lesionar al embridn
(Rodriguez, 2013, pp. 67). Estos huevos miden aproximadamente de 40-80
micras de largo por 25-50 micras de ancho. Los huevos no fecundados son
aguellos que son depositados por las hembras que no se han apareado con los

machos.

Los huevos de Ascaris spp. son mucho mas largos y estrechos y son
distinguibles de otros géneros. No poseen membrana vitelina, generalmente no
tienen mamelones y su cubierta es muy delgada. Los huevos miden entre 85-90
micras de longitud por 30-40 de ancho. Para que estos huevos no fecundados
puedan ser infecciosos, se necesita que sean excretados y que permanezcan de
3 a4 semanas en suelos hiumedos y calidos. Durante este periodo se desarrollan
larvas moviles de primer estadio que se convertiran en larvas moviles de
segundo estadio. Bajo condiciones adecuadas de humedad y temperatura los
huevos ya podran infectar tanto a los seres humanos como a los cerdos (Doll
y Holland, 2010).

2.5 Ciclo de vida
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Figura 1 .Ciclo Biologico de Ascaris spp

Tomado de Division of Parasitic Disease, 2013

El ciclo es directo, las hembras cuyo habitat natural es el intestino delgado del
hospedero, depositan alli sus huevos fecundados, que son expulsados junto a
las heces al medio ambiente. Los huevos no son infectivos de inmediato, deben
empezar a desarrollarse antes en el suelo (entre 30 y 40 dias), en condiciones
favorables tanto de humedad como de temperatura (entre 18 y 25° C). El huevo
va sufrir una division blastomérico desarrollandose a partir de éste el embrion
gue se transformara en un primer estadio en larva movil y luego en el segundo

estadio el cual ya es infectante (Rodriguez, 2013, p.65).

Los huevos infectantes al ser ingeridos por el hombre o el cerdo, alcanzan la
primera porcién del duodeno. Luego, dicha larva que mide entre 200 a 300
micras perforara la membrana ovular por uno de sus polos, penetrara la pared
intestinal, llegando a los vasos mesentéricos y en 24 horas mediante la vena

porta llegara al higado en donde permanecera de 3-5 dias. Posteriormente,
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aumentara de tamafio hasta llegar a medir 900 micras de longitud y alcanzara el
tercer estadio. Luego continuard su migracibn mediante las ““venas
suprahepéticas, vena cava inferior, auricula y ventriculo derecho, arterias
pulmonares, y pasara a través de la membrana alvelocapilar” (Doll y Holland,
2010). De esta forma llegara a los alveolos en donde mudara y se convertira en
larva de cuarto estadio. A la vez que cambia de estadio incrementa su tamafio
hasta 1.5 cm, luego sube por los bronquiolos, bronquios, trdquea y es deglutida,
pasando por el eséfago, estbmago y finalmente regresa al intestino delgado. En
el intestino se transformaré en larva de quinto estadio y se desarrollara hasta
lograr alcanzar la madurez sexual 50 dias después de ocurrida la infeccion.
Posteriormente ocurre la fecundacion y 10 dias después se pueden encontrar

los huevos en el material fecal (Rodriguez, 2013, p.70).

2.6 Formas de Transmision

La contaminacion biolégica producida por los parasitos es una de los mas
importantes, debido a los efectos nocivos que originan en la salud (Alvarez y
Kuri, 2012, p.153).

Los estadios son el conjunto de etapas y transformaciones que experimenta un
parasito a través de su desarrollo (Guarnera, 2013). El principal mecanismo de
transmision de Ascaris spp., se produce mediante la ingesta de alimentos y agua
contaminada con los huevos infectantes de Ascaris spp., en el segundo estadio
(L2) (Databio, 2016).

Otra forma de transmisién es principalmente durante el trabajo de laboratorio, a
través del contacto directo de las mucosas con los huevos embrionarios y por la

penetracion de las larvas L2 a través de la piel (Databio, 2016).
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2.7 Epidemiologia

Ascaris spp. es un parasito cosmopolita y el mas comudn de los nematodos. Se
encuentra distribuido en zonas templadas y tropicales del mundo, pero en
particular en las zonas rurales en donde las condiciones higiénicas y
socioecondmicas son deficientes. Este nematodo ha infectado a 1.200 millones
de personas en todo el mundo, siendo las infecciones mas comunes en el Africa
subsahariana, Asia oriental, China, América del Norte y del Sur. En el Ecuador
se estima que un 8% de la poblacion se encuentra infecta por Ascaris spp., segun

lo calculado por el Ministerio de Salud (James, et al, 1982).

Los dos factores principales que incrementan la endemia del parasito son las
caracteristicas favorables del suelo y su contaminacion con heces. La ascariasis
se presenta en todas las edades, pero en una mayor frecuencia en los nifios
menores de 12 afios, debido a sus deficientes habitos de higiene personal y a
que comunmente tienen mayor contacto con el suelo. Asimismo, la infeccion se
puede producir por la ingestién de verduras regadas con aguas negras, y por el
agua y alimentos contaminados con heces. Ademas, cabe recalcar que el
fecalismo al aire libre es una importante fuente de contaminacion, debido a que
el material fecal que contiene los huevos del parasito puede ser diseminado con
facilidad.

2.8. Patologia

Ascariasis es el término empleado para describir el espectro de los sintomas de
la enfermedad observados tanto en humanos como en los cerdos infectados. Los
efectos patégenos de Ascaris spp. se deben a la accion mecanica de los gusanos
adultos y a los efectos que tienen éstos en la alimentacion del hospedero (James,
et al, 1982).
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Fase larvaria: Las formar larvarias que pasan la membrana alveolar y llegan
hasta el parénquima pulmonar provocan lesiones mecénicas acompafiadas de
procesos congestivos e inflamatorios fugaces con eosinofilia local y sanguinea.
De igual manera se produce fiebre elevada, disnea, tos y estertores bronquiales.
Este cuadro es conocido con el nombre de sindrome de Loeffer o neumonia

eosinofilica y dura aproximadamente una semana.

Fase de estadio: El nematodo adulto produce diferentes tipos de efectos en el
ser humano tales como: toxicidad, expoliatriz, mecanica, inflamatoria, irritativa o
traumatica. De igual forma, Ascaris spp. genera una pequefa equimosis en las
mucosas en donde ocurre su implantacidén se asocia a una infeccion bacteriana

y con el desarrollo de abscesos.

La accion expoliatriz esta directamente relacionada con la cantidad de Ascaris
spp. en el intestino, algunos ocasionan dafios minimos, mientras que algunas
docenas de parasitos son responsables de un marcado retardo en el crecimiento.
La accidn expoliatriz es selectiva y emplea gran cantidad de fosforo, vitamina C
y glicidos. Ademads, cuando el paciente es sensible o existe una parasitosis
masiva se observa una marcada accion irritativa de la mucosa intestinal la cual
se manifiesta clinicamente por sindrome diarreico, palidez, anorexia, pérdida de

peso y malestar general (Koushik, Punam y Sandipan ,2015).

El consumo por parte de los parasitos de los carbohidratos y de los alimentos
que el hospedero ingiere unido a la accidén del inhibidor tripsina producido por
Ascaris spp., interfiere directamente en la digestion y aprovechamiento de los
nutrientes y las de proteinas. Por esta razon esta parasitosis contribuye a la
desnutricion y trae como consecuencia problemas en el crecimiento normal de

los nifos.
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En ciertas ocasiones, especialmente en aquellos pacientes que presentan
parasitosis masiva, se producen ciertas complicaciones con cuadros clinicos que
requieren intervencion quirdrgica. Estos casos son: oclusion intestinal y
suboclusion (debido a la acumulacion de parasitos en una porcion del tubo
digestivo), invaginacion, volvulos, perforacion, diverticulitis, apendicitis,

obstruccion laringea y accesos hepaticos.

Migraciones erréticas: ocurren alteraciones graves e incluso fatales cuando
Ascaris spp. en forma de larva o también de adulto presenta migracion erratica,
pudiendo ser regurgitado y expulsado por la boca , escapar por la nariz , invadir
la vesicula , las vias biliares , el apéndice, los rifiones , el higado , el conducto
auditivo externo , el conducto lagrimal, la vejiga y la cicatriz umbilical ,entre

otras.

2.9 Diagnostico

El diagnostico se realiza mediante la observacion de los parésitos o sus
productos. Por ejemplo, la expulsion espontanea de los gusanos por la boca, el
ano, la nariz e inclusive en ciertas ocasiones por el esputo. Mediante el uso de
Rayos X se puede detectar las sombras de los gusanos en el intestino, cuando
en el estudio por radiografia se utiliza material de contraste como el sulfato de
bario (Koushik, Punam y Sandipan ,2015).

2.9.1 Presencia de huevos en las heces

Entre las diversas técnicas existentes para el diagndstico parasitario destaca la

observacién de huevos en las muestras fecales. Los huevos son detectados a

través de coproparasitoscopico (CPS) directo (Perteguera, et al, 2004).
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Los estudios que persiguen una estimacion de la intensidad de la infeccion
emplean normalmente la técnica de Kato Katz. Este método fue desarrollado
por Kato y Miura en 1954 y antiguamente se lo denominaba como frote grueso.
Luego Komiya Kobashi y Martin Beaver modificaron la técnica, haciendo pasar
el material fecal a través de una malla para asi evitar el paso de fibras y restos
alimenticios no digeridos, mejorando la técnica original. En cuanto al reporte de
resultados estos nos proporcionan la concentracion de huevos por gramos de
heces. Cabe recalcar que a menudo se omiten la presencia de huevos no

fertilizados cuando se emplea esta técnica.

El examen coproparasitoscopico es el estudio del material fecal para la busqueda
e identificacion de formas parasitarias intestinales, el mismo que puede ser
cualitativo o cuantitativo. Las muestras son seriadas en un minimo de tres y
deben ser colocadas en frascos de boca ancha y guardada en lugares frescos,

para evitar la destruccién de los quistes mientras se analizan.

El examen microscopico directo también se suele emplear para el diagnéstico de
Ascaris spp. En este estudio, el material fecal recién expulsado por parte de los
pacientes es el mas utilizado, debido a que en estas condiciones (gracias al uso
de lugol) se puede identificar facilmente los quistes de Ascaris spp . Este
examen se realiza en fresco, y es rapido, sencillo y econémico. Sin embargo, la
muestra obtenida es pequefia y poco representativa, lo que puede llevar a

confusiones en el diagnéstico (Simsek, et al, 2016).

2.9.2 Biometria heméatica

La Biometria hematica completa ayuda al diagnostico, ya que revela la eosinofilia

gue se presenta durante la fase de migracion de las larvas a los pulmones. Los



19

eosindfilos incrementan entre un 30 a 50% por encima de los parametros de

referencia.

2.9.3 Inmunodiagnéstico

Los individuos infectados con Ascaris spp. generan anticuerpos, los cuales se
pueden medir con métodos inmunoenzimaticos (ELISA). En la actualidad se
realiza la deteccion de IgG4 mediante un antigeno somatico del parésito, que
tiene una excelente especificidad para el serodiagnéstico. Las concentraciones
séricas de IgE, 1gG4 e IgG1 se encuentran directamente relacionadas con el
namero de huevecillos y la intensidad de la infeccion de tal modo que

generalmente se encuentran elevadas durante la infeccién en etapas tempranas.

2.10 Tratamiento

Varios antihelminticos modernos son mas eficaces y menos téxicos que los
remedios naturales como la santonina, los cristaloides de hexilresorcinol, y el

aceite de quenopodio.

Los medicamentos mas adecuados son: piperazina, el parbendazol, el tartrato y
el levamisol. El antihelmintico mas utilizado es el adipato de piperacina en dosis
de 300 a 400 mg/ kg por via oral. El parbendazol en dosis de 30 mg/kg por via
oral es 100 % efectivo. El tartrato también es 100 % efectivo en dosis de 8.5 mg/
kg por via oral. El levamisol en dosis de 8mg/kg cuenta con una efectividad de
99 a 100% por via oral. También se ha utilizado la higromicina B, con resultados
variables. Las complicaciones como la oclusion y la perforacién intestinal, asi
como la penetracion del apéndice y la obstruccién de los conductos biliares

deben ser tratadas quirargicamente (Niichiro, Kazunari y Isao ,2005)
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2.11 Medidas de prevencién

Las medidas de profilaxis son de tipo ambiental e individual. El ciclo de vida, asi
como los patrones epidemiolégicos influyen directamente en el disefio de
estrategias para el control de la infeccidén producida por Ascaris spp. La cantidad
de huevecillos, su durabilidad y supervivencia en el suelo impacta a su capacidad
para infectar al hospedero. El control a largo plazo y la erradicacion de Ascaris
spp. recae en establecer una serie de medidas sanitarias para evitar la
exposicion del suelo y del agua al material fecal. El saneamiento ambiental ayuda
a interrumpir la transmision, previene la reinfeccion y contribuye a la disminucion
gradual del parasito. La construccion de instalaciones sanitarias adecuadas se
facilita mediante la educacién a la salud, higiene familiar y los cambios en el
comportamiento relacionados con el medio ambiente. Es de vital importancia la
educacion sanitaria permanente en las comunidades. Se debe hacer énfasis en
como mejorar los habitos de higiene personal, tales como: lavarse las manos,
lavar las frutas y vegetales con agua y desinfectante, pues es la Unica forma de
matar a los huevecillos y por otra parte, no usar las heces humanas como

fertilizantes.

2.12 Diagndstico de Ascaris spp. mediante la Reaccion en Cadena de

la Polimerasa (PCR)

La Biologia Molecular es la ciencia que se encarga de estudiar a los organismos
desde el punto de vista de la informacién genética, es decir, el material genético
de los seres vivos que radica en el compendio de informacion que revela la
funcidn, las propiedades y forma de los mismos, los cuales se desarrollaran en

funcién de su relacién con el medio ambiente. (Maldonado, 1998, p.10).

Es notable el gran arsenal de técnicas que se han venido desarrollando a partir

del conocimiento cada vez mas profundo de la Biologia Molecular. El poder de
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las mismas es incomparable y gracias a ellas se ha podido desarrollar una gran
variedad de pruebas diagndsticas excepcionales teniendo un impacto positivo en
el campo de la salud. Una de las principales técnicas de la Biologia Molecular
empleada para el diagndéstico de enfermedades es la Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR). La PCR es uno de los més grandes avances de la Biologia
Molecular y fue desarrollada en 1986 por el cientifico Kary Mullys. Esta técnica
se trata de una reaccion enziméatica in vitro, la cual amplifica millones de veces
una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en donde la

secuencia blanca es copiada fielmente (Tamay, Ibarra y Velasquillo, 2013)

La PCR aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la
capacidad natural de sintetizar el ADN de la células. Cada ciclo de la PCR se

lleva a cabo en tres etapas principales.

Desnaturalizacion: en esta fase las cadenas de ADN son calentadas y separadas
a una temperatura de 95° C de 20 a 30 segundos.

Hibridacion: en esta fase, los cebadores se alinean en el extremo 3" del molde,
(el cual fue previamente separado) e hibridaran con su secuencia

complementaria.

Extensién: constituye la Ultima etapa del proceso y en ella la Tag polimerasa
empieza a actuar sobre el complejo molde cebador. La enzima inicia su funcion
catalitica a una velocidad muy rapida, afiadiendo dNTP’s complementarios, para
poder generar las cadenas completas de ADN. La extensién de las cadenas se
realiza siempre en direccion 5" a 3". Al final del ciclo, se obtendran amplicones
del tamafio diseflado por el investigador (Tamay, Ibarray Velasquillo, 2013). Los
desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTP’s) son aquellos monémeros que forman
parte del ADN, cuenta con la misma estructura que los nucleétidos: un grupo
fosfato, una base nitrogenada y una pentosa (una azucar de cinco carbonos).

Estos grupos trifosfatos se los puede encontrar en la posicion 5 y son empleados



22

como precursores en la reaccion de polimerizacion del ADN durante la PCR
(Brown, 2000). La PCR es actualmente una de las principales técnicas utilizadas
para el diagnostico de enfermedades parasitarias, debido a que posee una
mayor especificidad y sensibilidad diagndstica. Por lo tanto, esta técnica es util
para detectar un bajo nimero de parasitos en muestras de heces, lo cual
disminuye la probabilidad de obtener falsos negativos (Tavares et al., 2011).
Ademas, esta técnica no se ve influenciada por factores ambientales, que por lo
general interfieren en los resultados de las técnicas aplicadas a las muestras de
heces, asegurando asi resultados altamente confiables (Stefanskiego, 2004).

Mediante estudios epidemiolégicos moleculares se han examinado regiones del
ADN nuclear y del ADN mitocondrial (mtDNA): el primer espacio transcrito interno
(ITS1), subunidad 1 del gen citocromo c¢ oxidasa (coxl) y la NADH
deshidrogenasa subunidad 1 (nadl), para la identificacion de Ascaris spp.
Algunos marcadores genéticos como el primer espacio transcrito interno (ITS 1)
de la region del ADN del ribosomal nuclear (rDNA) y secuencias mitocondriales,
han sido empleados como herramientas moleculares para el diagnostico de

Ascaris spp (Anderson, 1995).

El ADN mitocondrial (mtDNA) proporciona marcadores genéticos alternativos
para la diferenciacion e identificacion de especies de nematodos estrechamente
relacionados. La gran mayoria de los metazoos cuentan con un genoma
mitocondrial compacto y circular que tiene aproximadamente 14 a 20 kb de
longitud. Por estas razones las secuencias del mtDNA se han utilizado
ampliamente como marcadores genéticos para la identificacion de Ascaris spp.
(Liu, 2011).

La extraccion de ADN y la amplificacion de la subunidad 1 del gen citocromo ¢
oxidasa (COX1) a partir de los huevos de Ascaris spp. se ha optimizado
principalmente para el andlisis de poblaciones en parasitologia (Poppy y Peter,

2015). Estatécnica empleada para el diagndstico en muestras de heces, permite
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la deteccidn altamente sensible y especifica de Ascaris spp., particularmente a
partir de la amplificacion de huevos individuales. El citocromo ¢ forma parte de
la cadena respiratoria y su principal funcién es catalizar la reduccion de oxigeno
en agua. El gen COX1 es uno de mas conservados en el genoma mitocondrial

de Ascaris spp. (Paul, Sujeevan, Jeremy, 2003).

3. Capitulo Ill. Metodologia

3.1 Disefio del plan experimental

Establecimiento de la Determinacién  del Recoleccién de las
poblacion de estudio. |e——pl tamafio de la ®| muestras de heces.
muestra.
Amplificacion del Cuantificacion del Extraccion de ADN
| ADN extraido |q ADN, mediante el |g <

empleando la PCR a NanoDrop 2000C.
punto final.

_| Electroforesis y _ Determinacion de la Analisis de los

“| visualizacién del ADN ’| tasa incidencia de i resultados

Ascaris spp.

Figura 2. Disefio experimental

3. 2 Procedimientos

3.2.1 Poblacion y muestra

Se establecidé como la poblacion de estudio a los nifios menores de 12 afios del

Ecuador. Las muestras de heces fueron tomadas de nifios que se encuentran

cursando el sexto y séptimo afio de basica en el Ecuador en el afio 2016.
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Por otra parte, para el célculo del tamafio de la muestra se emple6 la formula
para variables cualitativas de poblacion infinita (Pérez, et al, 2014). El calculo se
lo realizé por region (costa, sierra y oriente). El total de la muestra corresponde
a la sumatoria de las regiones. Los valores de prevalencia de cada regién fueron
proporcionados, por el programa ~"PROPAD". Cabe recalcar que las muestras

fueron seleccionadas de forma aleatoria.

Los factores que se tuvieron en cuenta y los calculos realizados para la

determinacion del tamafio de la muestra fueron los siguientes:

Z%«; p(1-p)
Donde: (Ecuacion 1)

n

p: Prevalencia estimada de la variable
Z: Nivel de confianza

E: Margen de error aceptable
Célculos:

Costa

2 _ .,
_ (196 "(3183; 0028)_447 (Ecuacion 2)

p: 0,028

Z: 1,96
E:3%

Sierra

_ (1,96)20,014(1—0,014)=60
(0,03)2

p. 0,014
Z: 1,96
E:3%

(Ecuacion 3)
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Oriente

2 —
_ (196) 0(324351 0106) 405 (Ecuacion 4)

p: 0,106

Z: 1,96
E:3%

Calculo final del tamafio de la poblacion

Total: 580

Las muestras fueron recogidas en todo el territorio ecuatoriano por parte del
Programa Nacional para el Abordaje Multidisciplinario de las Parasitosis
Desatendidas en el Ecuador “PROPAD"" desde el ano 2014 hasta el 2016

(Anexo 1). Las mismas que fueron preservadas en etanol al 70% a -80°C.

3.2.2 Aspectos Bioéticos y Sociales

Para la realizacion de este proyecto cada participante o representante legal fue
informado en reuniones previas a la visita del equipo de investigacion. Asimismo,
a cada uno de los participantes del estudio se les informé del tipo de muestras
bioldgicas solicitadas (muestras de heces) y de los beneficios que supone la

participacion en el estudio (Anexo 7).

Ademas, cada participante o representante legal firmé el consentimiento
informado antes de que se realizaran los procedimientos para la obtencion de
las muestras. Los mismos fueron aprobados por el Comité de Etica y Bioética
para la Investigacion de la Universidad de Las Américas (CEBE-UDLA) y el
Comité de Bioética de la Universidad Central del Ecuador. El proyecto cuenta
ademas con la autorizacién del Ministerio de Salud Publica del Ecuador y con el

permiso MAE para la ejecucién del mismo.



26

3.3 Materiales y métodos para la obtencion de los datos

3.3.1 Extraccion de ADN

En la extraccion de ADN de las muestras fecales se emple6 el juego de reactivos
kit MegaZorb DNA Mini-Prep de Promega (PROMEGA, Estados Unidos), el
procedimiento se detalla a continuacion: Primero, se descongelaron las muestras
a 56 °C durante un minuto, luego las muestras que se encontraban suspendidas
en etanol fueron centrifugadas durante cinco minutos a 14.000 rpm y se extrajo
el conservante con la ayuda de una micro pipeta. A continuacion, se pesé 50 mg
de las muestras que previamente fueron centrifugadas. Posteriormente se lavo
las muestras con 700 ul de PBS 1X, seguidamente las muestras fueron
homogenizadas en el vortex hasta encontrarse las mismas completamente
dispersas. Luego, se las centrifugd durante a 14.000 rpm durante 5 minutos y se
removid el sobrenadante. Las muestras fueron lavadas, homogenizadas y
centrifugadas por dos ocasiones mas a las mismas condiciones anteriormente

mencionadas.

3.3.1.1 Lisis

Para la lisis se afiadio 250 ul de PBS 1X y se homogeniz6 las muestras en el
vortex hasta lograr obtener una suspension homogénea de las muestras fecales.
A continuacion, se agreg6 20 pl de proteinasa K en la suspension de células y
se las homogenizo con la ayuda del vortex. Posteriormente se coloco
directamente en la suspension de células fecales 200 ul de buffer de lisis y se
mezclé por vortex durante 15 segundos. Finalmente, las muestras fueron

incubas durante 10 minutos a 56 °C.

3.3.1.2 Binding
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Posteriormente las muestras fueron homogenizadas por vortex y se afiadié 500
ul de Binding Buffer y se homogenizé nuevamente en el vortex por 15 segundos.
Seguidamente se incubd las muestras a temperatura ambiente durante 10
minutos y se las mezclé ocasionalmente cada 2 minutos. A continuacion, se
sedimentd las particulas MagaZorb (perlas magnéticas, donde se adhiere el
ADN) por 3 minutos empleando un rack magnético, seguidamente se extrajo el

sobrenadante cuidando de no perder las particulas del MagaZorb.

3.3.1.3 Lavados

Luego se afiadio 700 pl de Wash Buffer, se mezclo en el vortex, posteriormente
se sedimentd por 3 minutos en el rack magnético, mezclando ocasionalmente y
se retiré el sobrenadante con la ayuda de una micropipeta. Estos pasos fueron
repetidos por dos ocasiones mas. Seguido al ultimo lavado se retiré todo el
remanente del sobrenadante que se encontraba en el Ultimo lavado, hasta que

el mismo se encontrase completamente seco.

3.3.1.4 Elucion

Para la elucién se afiadio 100 pl de Elution Buffer, se mezclé manualmente hasta
que las particulas del MagaZorb se encontrasen completamente dispersas y se
las incub6 por 10 minutos a 56°C. A continuacion, se colocaron los tubos
nuevamente en el rack magnético dejando sedimentar las particulas durante 3
minutos para finalmente transferir 100 ul del sobrenadante a un nuevo tubo. El

ADN fue almacenado a -20°C.

3.3.2 Cuantificaciéon ADN
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La cuantificacion del ADN se realizé6 mediante espectrofotometria, empleando un
NanoDrop 2000C (Thermo, Estados Unidos). Para limpiar las superficies Opticas
superiores e inferiores del aparato se colocaron dos microlitros de agua destilada
durante dos minutos. A continuacion se realizo la medicion con un blanco,
utilizando 1 pL del buffer de elusién se procedid a calibrar el equipo, este
procedimiento se lo efectu6 por cada 12 mediciones. Las mediciones del ADN
total se realizaron tomando 1 pL de las muestras. Todas las mediciones se las

efectud por duplicado para garantizar una adecuada lectura.

3.3.3 Reaccion en cadena de la polimerasa a punto final (PCR)

En la PCR se emplearon los cebadores AsCoiF y AsCoiR, para la amplificacion
de un fragmento de la subunidad 1 del gen citocromo c oxidasa (COI). Mismo
qgue se encuentra conservado a nivel del género Ascaris spp. Tomando como
referencia los genes EU582499 y AB591805 (nimeros de accesion de GenBank)
el fragmento amplificado generaria un amplicon de 192 pb. Los cebadores fueron

sintetizados por la empresa Eurofins genomic.

Tabla 1.
Secuencia de los cebadores AsCoiF y AsCoiR
. Gen
Longitu .
Nombre Secuencia (5’-3’) q Blanc Ref. Parasito
o pb
) GGAGGTTTTTGGGTCTT EU58249
AsCoiF 20 Ascaris
TGG 9
192 suum/lumbricoid
CCAAACAAGGTAGCCAA AB59180
AsCoiR 20 es
CCA 5

La Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se efectud utilizando el juego de
reactivos kit GoTaq Flexi DNA Polymerasa de Promega, siguiendo las

instrucciones del fabricante, las cuales se detallan a continuacién (Ver tabla 2):
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La region COX1 fue amplificada usando 5.0 pl de ADN, 1x de PCR Buffer, 1.5
mM MgCI2, 200 uM de mix de nucleétidos, 0.2 UM de cada cebador AsCoiF y
AsCoiR y 1,25 U/ul. El volumen total de la reaccion fue de 25 ul (Promega,

Estados Unidos).

Tabla 2:

Concentraciones y volumenes de reactivos empleados para la amplificacion del

gen COX1 de Ascaris spp.

Conc. Volumen

REACTIVO Stock Unidades |Final Unidades | 1Rx Unidades
PCR Buffer 5(X 11X 5|ul
MgCI2 25| mM 1,5|mM 1,5 ul
dNTPs 10000 | uM 200 [ uM 0,5ul
Go Tag promega 51U/l 1,25 | U/ul 0,25 ul
F 10| uM 0,2 | uM 0,5/ ul
R 10 | pM 0,2 pum 0,5 ul
ADN 5|ul
Agua PCR 11,75 ul

TOTAL 25| ul

La amplificacién fue realizada en el Termociclador Mastercycler® gradient,

EPPENDOREF, con las siguientes condiciones : 5min a 95°C (denaturacion inicial

), 34 ciclos de 15 segundos a 94°C (denaturacion), 45 segundos a 60°C

(hibridacion), 30 segundos a 72°C (Extension), 5 minutos a 72°C (Extension

Final) y almacenamiento a 4°C (tabla 3).



Tabla 3.
Condiciones de amplificacion del gen COX1 de Ascaris spp.
Temperatura| Tiempo |Ciclos

Denaturacion inicial |95°C 5min 1
Denaturacién 94°C 45 seg 34
Hibridacion 60°C 45 seg 34
Extension 74°C 45 seg 34
Extension Final 72°C 5min 1
Almacenamiento 4°C 15 min
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Se utilizé como control positivo el ADN extraido a partir del parasito puro Ascaris

suum en una concentracion de 100 ng/pl.

3.3.4 Electroforesis y Visualizacion de ADN

La visualizacion de los amplicones se realiz6 mediante electroforesis horizontal

en gel de agarosa al 2% en TBE 1X, tefiido con Syber® Safe. Se carg6 el gel

con 6 pl del ADN amplificado y se cargaron 3pul de 100 pb Plus ADN Ladder como

marcador de peso. La corrida electroforética se realiz6 a 120 voltios (V) durante

41 minutos, posteriormente el gel se lo visualizé en un fotodocumentador de luz

UVv.

3.3.5 Determinacion de la prevalencia puntual.

La prevalencia puntual fue determinada a partir de la deteccion de Ascaris spp.

a través de la PCR. Para la elaboracion de las tablas se utilizé el software Epidat

version 4.2.
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4. Capitulo IV. Resultados

4.1 Deteccion de Ascaris spp en muestras fecales de nifios en edad escolar.

Para la deteccion de Ascaris spp. en muestras fecales de nifios en edad escolar
en el Ecuador, se amplifico la subunidad 1 del gen citocromo ¢ oxidasa (COX1)
empleando los cebadores AsCoiF y AsCoiR y considerando como resultado
positivo la presencia de una banda de 192pb. Como control positivo se emple6
el ADN extraido a partir de un espécimen adulto de Ascaris suum. En la figura 2
se puede observar una electroforesis representativa del analisis realizado para

las 580 muestras estudiadas (Figura 2).

Cadigos de
muestras

B8 215 270 321 326 341 357

mp 412 428 448 4962018 30 54 32 343 4236 4239 CédlgOS de
muestras

Figura 3. Electroforesis en Gel de Agarosa para la PCR utilizada en la deteccion

de Ascaris spp.

Lineas 1y 14 contienen un marcador de Peso Molecular (mp) de 50 pb. Linea 2
control negativo (C°), linea 3 control positivo (C*) de Ascaris summ. En las lineas
4-13 y 15-27 contienen las muestras de ADN de heces humanas codificadas
entre 156-4339.
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Se realizo la extraccion y amplificacion de 580 muestras de ADN obtenidas a
partir de las muestras de heces fecales que fueron recolectadas por parte del

personal del programa PROPAD, en las regiones Costa, Sierra y Oriente.

En la region Costa se analizaron 140 muestras, dando como resultado 25
muestras positivas. En la region Sierra se amplificaron 100 muestras de las
cuales ninguna resulté positiva y en la regidon Oriente se analizaron 340
muestras, obteniendo cuatro muestras positivas. En total se obtuvieron 29

muestras positivas de las 580 muestras estudiadas.

4.2 Prevalencia puntual de Ascaris spp. en nifios de edad escolar en el

Ecuador, a partir de resultados obtenidos por diagnostico molecular.

Para la determinacién de la Prevalencia puntual se empleé la siguiente férmula

: c .
Prevalencia Puntual = N—tt (Ecuacion 5)

Ct= numero de casos existentes en un momento determinado.

Nt= numero total de individuos en la poblacion en ese momento determinado.

La prevalencia puntual de la region Costa fue del 18% durante el afio 2016 como
se puede observar:

Ct=25
Nt= 140

25
i =—X 0
Prevalencia Puntual 140 100%

Prevalencia Puntual = 18% (Ecuacion 6)
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En el andlisis de las muestras recolectadas en la Region Costa se encontré que
el 18% de la poblacion estudiada se encontraba infectada por Ascaris spp. y el

82% no se encontraba infectado.

La frecuencia en la cual se presenta Ascaris spp. en la poblacion estudiada en
la Region Costa es del 18% (Tabla 1).

Tabla 4.
Frecuencia de resultados positivos y negativos en el deteccion de Ascaris spp.,

en muestra de heces humanas en la Regién Costa.

VALOR |FRECUECIA| PORCENTAJE
Negativo 115 82,14
Positivo 25 17,86
Ausencia 0 0,00
Total 140 100,00

La prevalencia puntual de la region Sierra fue del 0% durante el en el afio 2016

como se puede observar:

Ct=0
Nt= 100

0
P lencia Puntual = —— x 1009
revalencia Puntual = 70 %

Prevalencia Puntual = 0% (Ecuacion 7)

En el andlisis de las muestras recolectadas en Region Sierra se obtuvo como

resultado que el 0% se encuentra infectada por Ascaris spp. (Tabla 2)
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Tabla 5.
Frecuencia de resultados positivos y negativos en el deteccion de Ascaris spp.,
en muestra de heces humanas en la Region Sierra.

VALOR |FRECUECIA| PORCENTAJE

Negativo 100 100,00
Ausencia 0 0,00
Total 100 100,00

La prevalencia puntual del Oriente fue del 1,2% durante el afio 2016 como se

puede observar:
Ct=4

Nt= 340

Prevalencia Puntualzﬁ X 100%

Prevalencia Puntual=1,2 % (Ecuacion 8)

En el analisis de las muestras recolectadas en la Region Oriente se determind
que el 1,2 % de la poblacion estudiada estaba infectada por Ascaris spp.,
mientras que el 98,8% no se encontraba parasitada por Ascaris spp.

La frecuencia en la cual se presenta Ascaris spp. en la poblacién estudiada en
la Region Oriente es del 1,2% (Tabla 3).
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Tabla 6.
Frecuencia de resultados positivos y negativos en el deteccion de Ascaris spp,

en muestra de heces humanas en la Region Oriente.

VALOR |FRECUECIA| PORCENTAJE
Negativo 336 98,82
Positivo 4 1,18
Ausencia 0 0,00
Total 340 100,00

La prevalencia total de las regiones Costas, Sierra y Oriente fue del 5% durante
el afio 2016:

Ct=29
Nt= 580

29
Prevalencia puntual = T30 X 100%

Prevalencia puntual = 5% (Ecuacion 9)

En el andlisis de las muestras recolectadas en todo el N muestral (n=580), se
determind que el 5% de la poblacién se encuentra infectada por Ascaris spp.,

mientras que el 95% no se encuentra parasitada por Ascaris spp.

La frecuencia total en la cual se presenta Ascaris spp. en la poblacion estudiada
es del 5% (Tabla 4)
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Tabla 7.
Resumen de la frecuencia de resultados positivos y negativos en el deteccion

de Ascaris spp, en muestras de heces humanas en tres regiones del Ecuador.

VALOR |FRECUECIA| PORCENTAJE
Negativo 551 95,00
Positivo 29 5,00
Ausencia 0 0,00
Total 580 100,00

5. Capitulo VI. Discusion

En este estudio, se analizaron 580 muestras (heces) de nifios en edad escolar
(divididos en tres regiones, Costa (n=140), Sierra (n=100) y Oriente (n=340))
para el diagndstico de Ascaris spp mediante el empleo de PCR a punto final.
Como resultado se obtuvieron 29 muestras positivas y 551 muestras negativas,
lo que resultd en un porcentaje de prevalencia del 5% de Ascaris spp. en el pais;
mientras que el porcentaje de prevalencia encontrado por microscopia fue del
3% (INSPI, 2017). En el estudio realizado por Basuni y sus colaboradores (2011)
acerca de la deteccion de Ascaris spp., se obtuvieron resultados similares debido
a gque la prueba de microscopia logro detectar 42 de 77 muestras positivas para
este nematodo, mientras que la PCR detecto el 100 % de las muestras positivas.
De igual manera, en la investigacion efectuada por Reyes (2012), en la cual
compard la sensibilidad y especificidad para el diagnéstico de diferentes
parasitos (entre ellos Ascaris spp.) entre la Microscopia y la PCR, se concluy6
que esta ultima resulta un 25% mas sensible en el deteccion de Ascaris spp. De
igual forma, en el trabajo realizado por Leles, Araujo, Vicente y Mayo (2009)
referente al diagndstico molecular de Ascaris spp. a partir de heces humanas,
determinaron que la PCR resulté un 83,3 % mas sensible para el diagnéstico de
este nematodo en relacion a las pruebas convencionales. Sin embargo, la PCR

puede verse afectada por sustancias inhibitorias. Estas pueden estar presentes
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en la muestra analizada y pueden afectar la sensibilidad de la prueba, situacién
en la cual no logra superar el poder de deteccion de la microscopia tradicional.

Por otra parte, cabe recalcar que la prevalencia alcanzada en la region Oriente,
a partir de los resultados conseguidos por PCR, fue menor a la obtenida en
microscopia. Esto puede deberse a que la calidad de ADN obtenida en las
muestras analizadas para esta region no se encontraba dentro de los rangos
adecuados para el andlisis mediante PCR. Esto se evidencia en la cuantificacién
de ADN, dado que se obtuvieron rangos en el ratio de 260/280 entre 1,86-1,23
ng/pl y 260/230 1,95-0,93 ng/ul. Estos resultados revelan la presencia de
contaminantes en el ADN que afectan al desarrollo de la PCR. Los inhibidores
de la PCR son un grupo muy heterogéneo de sustancias quimicas, que pueden
encontrarse en una gran variedad de materiales biologicos, ambiente e inclusive
durante el proceso de extraccion de los acidos nucleicos (Schrader, Schielke,
Ellerbroek and Johne, 2012). Las muestras de heces contienen componentes
altamente variables dependientes de la nutricion, estilo de vida, flora intestinal y
ambiente del paciente. Entre los principales inhibidores que se pueden encontrar
en las muestras de heces estan: los polisacaridos, o la clorofila procedentes de
hierbas y verduras, sales biliares, urea, glicolipidos, hemoglobina y heparina
(Schrader, Schielke, Ellerbroek and Johne, 2012). Estudios han revelado que la
urea, sales biliares y la heparina son uno de los mas importantes inhibidores de
la PCR pues su inhibicion no es reversible y parece estar dirigida en contra de
polimerasa, afectando la capacidad de amplificacion (Abu y Radstrom, 2011).
También se ha visto que la heparina puede copurificarse con el ADN durante el
proceso de extraccion y esta inhibicion no es reversible por ningln otro proceso,
lo que sugiere una similitud entre la heparinay el ADN. Por lo tanto, la inhibicion
de la heparina puede estar relacionada con su capacidad de competir con el
acido nucleico diana (Abu y Radstrom, 2011). Se sospecha que inhibidores
presentes en las muestras pudieron disminuir la capacidad de deteccion de la
PCR, especialmente en las muestras provenientes del oriente (dada la

discrepancia observada con respecto a los datos de microscopia). Es necesario
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desarrollar varias estrategias para eliminar los inhibidores durante la preparacion

de la muestra en futuras investigaciones.

Segun este estudio, la region Costa es la zona que presenta una mayor
prevalencia del parasito, seguido por la region Oriente y luego por la region
Sierra. Esto puede deberse a que el parasito prolifera en climas tropicales y
subtropicales, logrando permanecer viable en el suelo por aproximadamente 15
afos. De la misma manera los climas humedos, lluviosos y calidos resultan mas
favorables para el desarrollo de este parasito, oscilando la temperatura
adecuada entre los 22 °C y 33 °C (Yervid, 2015). Esta caracteristica climatolégica
se puede encontrar en la region de la Costa y Oriente donde las temperaturas
promedio oscilan generalmente, entre los 22°C y 28°C, igualmente podemos
encontrar la presencia de abundante lluvia sobre todo en los meses de invierno
(INIAP, 2010). A diferencia de la region Sierra en donde la temperatura media
oscilan entre los 7°C y 21°C, caracteristicas climaticas que resultan
desfavorables para el desarrollo de los huevos de Ascaris spp. (Noriega, 2011),
debido a que las temperaturas mas bajas retardan o detienen su crecimiento e
inclusive los lugares con escasa humedad pueden llegar a matar al huevo por

desecacion (Cavallero et al, 2013).

Ademas, otro factor que puede incrementar la prevalencia del parasito en la
region Costa y Oriente es el nivel socioecondmico, debido a que estas dos
regiones presentan los mayores indices de pobreza del 24,5% y 45%
respectivamente, mientras que en la regién Sierra se presenta Unicamente el

16% (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, 2016).

De igual forma, existe un elevado porcentaje de pobladores de las regiones
Costa (34,9%) y Oriente (13,5%) que no tienen acceso a agua potable y

mantienen un deficiente sistema de eliminacién de excretas. A esto se suma el
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hecho de que el 17% de la poblacion de la regién Costa aun utiliza letrinas
(Instituto Nacional de Estadisticas y Censos, 2016). Por el contrario, en la regién
Sierra se encuentran las ciudades que cuentan con el mayor porcentaje de
suministro de agua potable, encontrando solo un bajo porcentaje de la poblacién
que no cuentan con suministro de agua potable (Cuenca (4,83%), Ambato
(4,30%) y Quito (3,99%)). Ademas, en la region Sierra solo el 0,9% de la
poblacidbn no presenta un correcto sistema de eliminacion de excretas, a
diferencias de la region Costa (16,6%) y Oriente (17,4%), que cuentan con un
deficiente sistema de eliminacion (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos,
2013).

Todo esto coincide con el hecho de que la falta de salubridad, higiene personal
y familiar; sumado a la pobreza son causas primordiales para aumentar la

incidencia del paréasito en la poblacion (Alvarez y Kuri, 2012, pp.160)
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6.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1 Conclusiones

Se logré diagnosticar la presencia/ausencia de Ascaris spp. en 580 muestras
fecales de nifios ecuatorianos en edad escolar mediante el empleo de

herramientas moleculares.

A partir de los resultados obtenidos se puede afirmar que la PCR a punto final
es capaz de detectar la presencia de Ascaris spp. en poblaciones ecuatorianas

de nifios en edad escolar a partir de muestras fecales.

Se establecié que la prevalencia de Ascaris spp. en la region Costa es del 18%,
en el Oriente del 1,2% y en la regidn Sierra del 0%. La prevalencia para el pais
se calculd en un 5%, utilizando herramientas moleculares para dicha

determinacion.

6.2 Recomendaciones

Se recomienda establecer programas de desparasitacion y de educacion
sanitaria permanentes para las regiones en donde se ha encontrado una mayor

prevalencia de Ascaris spp.

Se recomienda determinar la sensibilidad y especificidad de la PCR como

método de diagnostico de Ascaris spp. en poblaciones ecuatorianas.

Se recomienda efectuar la diferenciacion molecular entre Ascaris lumbricoides y
Ascaris suum, para determinar la posible transmisién de este parasito entre

cerdos y humanos.
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Anexo 1. Resultados de las muestras paneadas de la Regién Costa.

Numeracion .Cédigo Region Provincia |Resultados
interno
1 156 Costa Guayas negativo
2 188 Costa Guayas negativo
3 215 Costa Guayas negativo
4 270 Costa Guayas positivo
5 321 Costa Guayas negativo
6 326 Costa Guayas positivo
7 341 Costa Guayas negativo
8 357 Costa Guayas positivo
9 362 Costa Guayas positivo
10 364 Costa Guayas positivo
11 384 Costa Guayas positivo
12 412 Costa Guayas positivo
13 428 Costa Guayas positivo
14 448 Costa Guayas positivo
15 496 Costa Guayas negativo
16 557 Costa Guayas negativo
17 611 Costa Guayas negativo
18 621 Costa Guayas negativo
19 635 Costa Guayas negativo
20 645 Costa Guayas negativo
21 658 Costa Guayas negativo
22 660 Costa Guayas negativo
23 673 Costa Guayas negativo
24 810 Costa Guayas negativo
25 818 Costa Guayas negativo
26 827 Costa Guayas positivo
27 838 Costa Guayas negativo
28 903 Costa Guayas positivo
29 929 Costa Guayas positivo
30 988 Costa Guayas positivo
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SANTA

31 1002 Costa ELENA positivo
32 1018 Costa SANTA positivo
ELENA
33 1040 Costa SANTA negativo
ELENA
34 1046 Costa SANTA positivo
ELENA
35 1052 Costa SANTA negativo
ELENA
36 1757 Costa Guayas negativo
37 1813 Costa Guayas positivo
38 1814 Costa Guayas positivo
39 1843 Costa Guayas positivo
40 1863 Costa Guayas positivo
41 1872 Costa Guayas positivo
42 1936 Costa Guayas negativo
43 2018 Costa Guayas positivo
44 3084 Costa El Oro negativo
45 3107 Costa El Oro negativo
46 3254 Costa El Oro negativo
47 3304 Costa El Oro negativo
48 3336 Costa El Oro negativo
49 3348 Costa El Oro negativo
50 3376 Costa El Oro negativo
51 3386 Costa El Oro negativo
52 3439 Costa El Oro negativo
53 3441 Costa El Oro negativo
54 3443 Costa El Oro negativo
55 3526 Costa Esmeraldas| negativo
56 3628 Costa Esmeraldas| negativo
57 3856 Costa Esmeraldas | negativo
58 3892 Costa Esmeraldas| negativo
59 3914 Costa Esmeraldas| negativo
60 4070 Costa Esmeraldas| positivo
61 4101 Costa Esmeraldas| positivo
62 4144 Costa Esmeraldas| negativo




63 4155 Costa Esmeraldas| negativo
64 4175 Costa Esmeraldas | negativo
65 4236 Costa Esmeraldas| positivo
66 4239 Costa Esmeraldas | negativo
67 4259 Costa Esmeraldas| negativo
68 4262 Costa Esmeraldas | negativo




69 4336 Costa Manabi negativo
70 4350 Costa Manabi negativo
71 4426 Costa Manabi negativo
72 4465 Costa Manabi negativo
73 4470 Costa Manabi negativo
74 4481 Costa Manabi negativo
75 4487 Costa Manabi negativo
76 4501 Costa Manabi negativo
77 4523 Costa Manabi negativo
78 4612 Costa Manabi negativo
79 4674 Costa Manabi negativo
80 4696 Costa Manabi negativo
81 4744 Costa Manabi negativo
82 4795 Costa Manabi negativo
83 4809 Costa Manabi negativo
84 4860 Costa Manabi negativo
85 4882 Costa Manabi negativo
86 8323 Costa Los Rios negativo
87 8329 Costa Los Rios negativo
88 8381 Costa Los Rios negativo
89 8386 Costa Los Rios negativo
90 8395 Costa Los Rios negativo
91 8438 Costa Los Rios negativo
92 8483 Costa Los Rios negativo
93 8566 Costa Los Rios negativo
94 8679 Costa Los Rios negativo
95 8781 Costa Los Rios negativo
96 8794 Costa Los Rios negativo
97 8796 Costa Los Rios negativo
98 8819 Costa Los Rios negativo
99 8833 Costa Los Rios negativo
100 8860 Costa Los Rios negativo
101 8892 Costa Los Rios negativo
102 8926 Costa Los Rios negativo
103 8929 Costa Los Rios negativo
104 8939 Costa Los Rios negativo




105 8963 Costa Los Rios negativo
106 10035 Costa Los Rios negativo
107 10046 Costa Los Rios negativo
108 10069 Costa Guayas negativo
109 10080 Costa Guayas negativo




110 10081 Costa Guayas negativo
111 10092 Costa Guayas negativo
112 10141 Costa Guayas negativo
113 10160 Costa Guayas negativo
114 10197 Costa Guayas negativo
115 10201 Costa Guayas negativo
116 10241 Costa Guayas negativo
117 10248 Costa Guayas negativo
118 10311 Costa Guayas negativo
119 10342 Costa Guayas negativo
120 10347 Costa Guayas negativo
121 10363 Costa Guayas negativo
122 10364 Costa Guayas negativo
123 10409 Costa Guayas negativo
124 10418 Costa Guayas negativo
125 10419 Costa Guayas negativo
126 10420 Costa Guayas negativo
127 10441 Costa Guayas negativo
128 10443 Costa Guayas negativo
129 10477 Costa Guayas negativo
130 10496 Costa Guayas negativo
131 10549 Costa Guayas negativo
132 10567 Costa Guayas negativo
133 10572 Costa Guayas negativo
134 10575 Costa Guayas negativo
135 10576 Costa Guayas negativo
136 10585 Costa Guayas negativo
137 10593 Costa Guayas negativo
138 10605 Costa Guayas negativo
139 10624 Costa Guayas negativo
140 10640 Costa Guayas negativo

Anexo 2. Resultados de las muestras paneadas de la Regién Sierra.

» Cédigo » L
Numeracion | Region Provincia |Resultados
interno




1 96 Sierra Loja Negativo
2 110 Sierra Loja Negativo
3 1229 Sierra Imbabura Negativo
4 1288 Sierra Imbabura Negativo
5 1303 Sierra Imbabura Negativo
6 1510 Sierra Imbabura Negativo
7 1525 Sierra Imbabura Negativo
8 1577 Sierra Pichincha Negativo
9 1585 Sierra Pichincha Negativo
10 1654 Sierra Pichincha Negativo
11 1688 Sierra Pichincha Negativo
12 1715 Sierra Pichincha Negativo
13 1724 Sierra Pichincha Negativo
14 2085 Sierra Pichincha Negativo
15 2103 Sierra Pichincha Negativo
16 2149 Sierra Pichincha Negativo
17 2150 Sierra Pichincha Negativo
18 2268 Sierra Pichincha Negativo
19 2308 Sierra Pichincha Negativo
20 2363 Sierra Pichincha Negativo
21 2470 Sierra Pichincha Negativo
22 2513 Sierra Pichincha Negativo
23 2523 Sierra Pichincha Negativo
24 2548 Sierra Pichincha Negativo
25 2603 Sierra Pichincha Negativo
26 2640 Sierra Azuay Negativo
27 2665 Sierra Azuay Negativo
28 2822 Sierra Azuay Negativo
29 2864 Sierra Azuay Negativo
30 2900 Sierra Azuay Negativo
31 2929 Sierra Azuay Negativo
32 4937 Sierra Pichincha Negativo
33 4944 Sierra Pichincha Negativo
34 4956 Sierra Pichincha Negativo
35 4964 Sierra Pichincha Negativo
36 5010 Sierra Pichincha Negativo




37 5040 Sierra Pichincha Negativo
38 5075 Sierra Pichincha Negativo
39 5115 Sierra Pichincha Negativo
40 5136 Sierra Pichincha Negativo
41 5149 Sierra Pichincha Negativo
42 5204 Sierra Pichincha Negativo
43 5254 Sierra Pichincha Negativo
44 5369 Sierra Pichincha Negativo
45 5479 Sierra Azuay Negativo
46 5481 Sierra Azuay Negativo
47 5618 Sierra Azuay Negativo
48 5626 Sierra Azuay Negativo
49 5765 Sierra Azuay Negativo
50 5794 Sierra Pichincha Negativo
51 6148 Sierra Caniar Negativo
52 6150 Sierra Caniar Negativo
53 6171 Sierra Caniar Negativo
54 6172 Sierra Caniar Negativo
55 6182 Sierra Caniar Negativo
56 6234 Sierra Caniar Negativo
57 6604 Sierra Chimborazo| Negativo
58 6625 Sierra Chimborazo| Negativo
59 6847 Sierra Chimborazo| Negativo
60 6849 Sierra Chimborazo| Negativo
61 6901 Sierra Chimborazo| Negativo
62 6925 Sierra Chimborazo| Negativo
63 6940 Sierra Chimborazo | Negativo
64 7035 Sierra Chimborazo| Negativo
65 7087 Sierra Chimborazo | Negativo
66 7091 Sierra Chimborazo| Negativo
67 7161 Sierra Chimborazo| Negativo
68 7180 Sierra Chimborazo| Negativo
69 7194 Sierra Chimborazo| Negativo
70 7247 Sierra Chimborazo| Negativo
71 7250 Sierra Chimborazo| Negativo
72 7263 Sierra Chimborazo| Negativo




73 7280 Sierra Chimborazo| Negativo
74 7303 Sierra Chimborazo| Negativo
75 7382 Sierra Chimborazo| Negativo
76 7410 Sierra Chimborazo | Negativo
77 7556 Sierra Chimborazo| Negativo
78 7576 Sierra Chimborazo | Negativo
79 7641 Sierra Chimborazo| Negativo
80 7678 Sierra Chimborazo | Negativo
81 7706 Sierra Chimborazo| Negativo
82 7716 Sierra Chimborazo | Negativo
83 7741 Sierra Chimborazo| Negativo
84 7797 Sierra Chimborazo| Negativo
85 7799 Sierra Chimborazo| Negativo
86 7858 Sierra Chimborazo| Negativo
87 7892 Sierra Chimborazo| Negativo
88 7906 Sierra Chimborazo| Negativo
89 7936 Sierra Chimborazo| Negativo
90 8030 Sierra Chimborazo| Negativo
91 8101 Sierra Chimborazo| Negativo
92 8134 Sierra Pichincha Negativo
93 8180 Sierra Pichincha Negativo
94 8183 Sierra Pichincha Negativo
95 8193 Sierra Pichincha Negativo
96 8203 Sierra Pichincha Negativo
97 8234 Sierra Pichincha Negativo
98 8248 Sierra Pichincha Negativo
99 8268 Sierra Pichincha Negativo
100 6966 Sierra Chimborazo| Negativo

Anexo 3. Resultados de las muestras paneadas de la Region Oriente.

» Cédigo y L
Numeracion| Region Provincia Resultados
interno
1 5806 | Oriente Orellana Negativo
2 5807 | Oriente Orellana Negativo
3 5808 | Oriente Orellana Negativo




4 5810 | Oriente Orellana Negativo
5 5811 | Oriente Orellana Negativo
6 5812 | Oriente Orellana Negativo
7 5813 | Oriente Orellana Negativo
8 5814 | Oriente Orellana Negativo
9 5815 | Oriente Orellana Negativo
10 5816 | Oriente Orellana Negativo
11 5817 | Oriente Orellana Negativo
12 5818 | Oriente Orellana Negativo
13 5819 | Oriente Orellana Negativo
14 5821 | Oriente Orellana Negativo
15 5822 | Oriente Orellana Negativo
16 5823 | Oriente Orellana Negativo
17 5824 | Oriente Orellana Negativo
18 5825 | Oriente Orellana Negativo
19 5826 | Oriente Orellana Negativo
20 5827 | Oriente Orellana Negativo
21 5828 | Oriente Orellana Negativo
22 5829 | Oriente Orellana Negativo
23 5830 | Oriente Orellana Negativo
24 5831 | Oriente Orellana Negativo
25 5833 | Oriente Orellana Negativo
26 5834 | Oriente Orellana Negativo
27 5836 | Oriente Orellana Negativo
28 5837 | Oriente Orellana Negativo
29 5838 | Oriente Orellana Negativo
30 5839 | Oriente Orellana Negativo
31 5840 | Oriente Orellana Negativo
32 5841 | Oriente Orellana Negativo
33 5842 | Oriente Orellana Negativo
34 5843 [ Oriente Orellana Negativo
35 5844 | Oriente Orellana Negativo
36 5847 | Oriente Orellana Negativo
37 5850 | Oriente Orellana Negativo




38 5853 | Oriente Orellana Negativo
39 5854 | Oriente Orellana Negativo
40 5856 | Oriente Orellana Negativo
41 5861 | Oriente Orellana Negativo
42 5862 | Oriente Orellana Negativo
43 5864 | Oriente Orellana Negativo
44 5865 | Oriente Orellana Negativo
45 5866 | Oriente Orellana Negativo
46 5869 | Oriente Orellana Negativo
47 5870 | Oriente Orellana Negativo
48 5871 | Oriente Orellana Negativo
49 5873 | Oriente Orellana Negativo
50 5874 | Oriente Orellana Negativo
51 5875 | Oriente Orellana Negativo
52 5876 | Oriente Orellana Negativo
53 5877 | Oriente Orellana Negativo
54 5878 | Oriente Orellana Negativo
55 5880 | Oriente Orellana Negativo
56 5881 | Oriente Orellana Negativo
57 5882 | Oriente Orellana Negativo
58 5883 | Oriente Orellana Negativo
59 5886 | Oriente Orellana Negativo
60 5889 | Oriente Orellana Negativo
61 5890 | Oriente Orellana Negativo
62 5891 | Oriente Orellana Negativo
63 5892 | Oriente Orellana Negativo
64 5893 | Oriente Orellana Negativo
65 5894 | Oriente Orellana Negativo
66 5898 | Oriente Orellana Negativo
67 5899 | Oriente Orellana Negativo
68 5901 | Oriente Orellana Negativo
69 5902 | Oriente Orellana Negativo
70 5904 | Oriente Orellana Negativo
71 5905 | Oriente Orellana Negativo




72 5906 | Oriente Orellana Negativo
73 5907 | Oriente Orellana Negativo
74 5908 | Oriente Orellana Negativo
75 5909 | Oriente Orellana Negativo
76 5911 | Oriente Orellana Negativo
77 5912 | Oriente Orellana Negativo
78 5913 | Oriente Orellana Negativo
79 5914 | Oriente Orellana Negativo
80 5915 | Oriente Orellana Negativo
81 5916 | Oriente Orellana Negativo
82 5917 | Oriente Orellana Negativo
83 5919 | Oriente Orellana Negativo
84 5920 | Oriente Orellana Negativo
85 5921 | Oriente Orellana Negativo
86 5923 | Oriente Orellana Negativo
87 5926 | Oriente Orellana Negativo
88 5927 | Oriente Orellana Negativo
89 5928 | Oriente Orellana Negativo
90 5929 | Oriente Orellana Negativo
91 5930 | Oriente Orellana Negativo
92 5931 | Oriente Orellana Negativo
93 5932 | Oriente Orellana Negativo
94 5933 | Oriente Orellana Negativo
95 5935 | Oriente Orellana Negativo
96 5936 | Oriente Orellana Negativo
97 5937 | Oriente Orellana Negativo
98 5938 | Oriente Orellana Negativo
99 5939 | Oriente Orellana Negativo
100 5940 | Oriente Orellana Negativo
101 5941 | Oriente Orellana Negativo
102 5942 [ Oriente Orellana Negativo
103 5943 | Oriente Orellana Negativo
104 5944 | Oriente Orellana Negativo
105 5945 | Oriente Orellana Negativo




106 5946 | Oriente Orellana Negativo
107 5947 | Oriente Orellana Negativo
108 5948 | Oriente Orellana Negativo
109 5949 | Oriente Orellana Negativo
110 5950 | Oriente Orellana Negativo
111 5951 | Oriente Orellana Negativo
112 5952 | Oriente Orellana Negativo
113 5953 | Oriente Orellana Negativo
114 5954 | Oriente Orellana Negativo
115 5955 | Oriente Orellana Negativo
116 5956 | Oriente Orellana Negativo
117 5957 | Oriente Orellana Negativo
118 5958 | Oriente Orellana Negativo
119 5960 | Oriente Orellana Negativo
120 5962 | Oriente Orellana Negativo
121 5963 | Oriente Orellana Negativo
122 5965 | Oriente Orellana Negativo
123 5966 | Oriente Orellana Negativo
124 5967 | Oriente Orellana Negativo
125 5968 | Oriente Orellana Negativo
126 5969 | Oriente Orellana Negativo
127 5970 | Oriente Orellana Negativo
128 5971 | Oriente Orellana Negativo
129 5972 | Oriente Orellana Negativo
130 5973 | Oriente Orellana Negativo
131 5974 | Oriente Orellana Negativo
132 5975 | Oriente Orellana Negativo
133 5976 | Oriente Orellana Negativo
134 5977 | Oriente Orellana Negativo
135 5978 | Oriente Orellana Negativo
136 5979 | Oriente Orellana Negativo
137 5980 | Oriente Orellana Negativo
138 5981 | Oriente Orellana Negativo
139 5982 | Oriente Orellana Negativo




140 5983 | Oriente Orellana Negativo
141 5984 | Oriente Orellana Negativo
142 5985 | Oriente Orellana Negativo
143 5986 | Oriente Orellana Negativo
144 5987 | Oriente Orellana Negativo
145 5988 | Oriente Orellana Negativo
146 5989 | Oriente Orellana Negativo
147 5990 | Oriente Orellana Negativo
148 5991 | Oriente Orellana Negativo
149 5993 | Oriente Orellana Negativo
150 5995 | Oriente Orellana Negativo
151 5996 | Oriente Orellana Negativo
152 5998 | Oriente Orellana Negativo
153 5999 | Oriente Orellana Negativo
154 6000 | Oriente Orellana Negativo
155 6002 | Oriente Orellana Positivo
156 6003 | Oriente Orellana Negativo
157 6004 | Oriente Orellana Negativo
158 6005 | Oriente Orellana Negativo
159 6007 | Oriente Orellana Negativo
160 6008 | Oriente Orellana Negativo
161 6009 | Oriente Orellana Negativo
162 6010 | Oriente Orellana Negativo
163 6011 | Oriente Orellana Negativo
164 6012 | Oriente Orellana Negativo
165 6013 | Oriente Orellana Negativo
166 6015 | Oriente Orellana Negativo
167 6016 | Oriente Orellana Negativo
168 6017 | Oriente Orellana Negativo
169 6018 | Oriente Orellana Negativo
170 6019 | Oriente Orellana Negativo
171 6020 | Oriente Orellana Negativo
172 6021 | Oriente Orellana Negativo
173 6022 | Oriente Orellana Negativo




174 6023 | Oriente Orellana Negativo
175 6024 | Oriente Orellana Negativo
176 6025 | Oriente Orellana Negativo
177 6026 | Oriente Orellana Negativo
178 6027 | Oriente Orellana Negativo
179 6028 | Oriente Orellana Negativo
180 6029 | Oriente Orellana Negativo
181 6030 | Oriente Orellana Negativo
182 6031 | Oriente Orellana Negativo
183 6032 | Oriente Orellana Negativo
184 6033 | Oriente Orellana Negativo
185 6034 | Oriente Orellana Negativo
186 6035 | Oriente Orellana Negativo
187 6036 | Oriente Orellana Negativo
188 6037 | Oriente Orellana Negativo
189 6038 | Oriente Orellana Negativo
190 6039 | Oriente Orellana Negativo
191 6040 | Oriente Orellana Negativo
192 6041 | Oriente Orellana Negativo
193 6042 | Oriente Orellana Negativo
194 6043 | Oriente Orellana Negativo
195 6340 | Oriente Morona Santiago Negativo
196 6341 | Oriente Morona Santiago Negativo
197 6342 | Oriente Morona Santiago Negativo
198 6343 | Oriente Morona Santiago Negativo
199 6344 | Oriente Morona Santiago Negativo
200 6345 | Oriente Morona Santiago Negativo
201 6346 | Oriente Morona Santiago Negativo
202 6347 | Oriente Morona Santiago Negativo
203 6348 | Oriente Morona Santiago Negativo
204 6349 | Oriente Morona Santiago Negativo
205 6350 | Oriente Morona Santiago Negativo
206 6351 | Oriente Morona Santiago Negativo
207 6352 | Oriente Morona Santiago Negativo
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208 6400 | Oriente Morona Santiago Negativo
209 6402 | Oriente Morona Santiago Negativo
210 6403 | Oriente Morona Santiago Negativo
211 6405 | Oriente Morona Santiago Negativo
212 6406 | Oriente Morona Santiago Negativo
213 6407 | Oriente Morona Santiago Negativo
214 6408 | Oriente Morona Santiago Negativo
215 6409 | Oriente Morona Santiago Negativo
216 6411 | Oriente Morona Santiago Negativo
217 6412 | Oriente Morona Santiago Negativo
218 6413 | Oriente Morona Santiago Negativo
219 6415 | Oriente Morona Santiago Negativo
220 6417 | Oriente Morona Santiago Negativo
221 6418 | Oriente Morona Santiago Negativo
222 6420 | Oriente Morona Santiago Negativo
223 6421 | Oriente Morona Santiago Negativo
224 6422 | Oriente Morona Santiago Negativo
225 6423 | Oriente Morona Santiago Negativo
226 6424 | Oriente Morona Santiago Negativo
227 6425 | Oriente Morona Santiago Negativo
228 6427 | Oriente Morona Santiago Negativo
229 6428 | Oriente Morona Santiago Negativo
230 6429 | Oriente Morona Santiago Negativo
231 6430 | Oriente Morona Santiago Negativo
232 6433 | Oriente Morona Santiago Negativo
233 6434 | Oriente Morona Santiago Negativo
234 6435 | Oriente Morona Santiago Negativo
235 6438 | Oriente Morona Santiago Negativo
236 6439 | Oriente Morona Santiago Negativo
237 6440 | Oriente Morona Santiago Negativo
238 6443 | Oriente Morona Santiago Negativo
239 6444 | Oriente Morona Santiago Negativo
240 6445 | Oriente Morona Santiago Negativo
241 6446 | Oriente Morona Santiago Negativo
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242 6447 | Oriente Morona Santiago Negativo
243 6448 | Oriente Morona Santiago Negativo
244 6449 | Oriente Morona Santiago Negativo
245 6450 | Oriente Morona Santiago Negativo
246 6452 | Oriente Morona Santiago Negativo
247 6453 | Oriente Morona Santiago Negativo
248 6454 | Oriente Morona Santiago Negativo
249 6456 | Oriente Morona Santiago Negativo
250 6457 | Oriente Morona Santiago Negativo
251 6458 | Oriente Morona Santiago Negativo
252 6459 | Oriente Morona Santiago Negativo
253 6460 | Oriente Morona Santiago Negativo
254 6461 | Oriente Morona Santiago Negativo
255 6462 | Oriente Morona Santiago Negativo
256 6463 | Oriente Morona Santiago Negativo
257 6464 | Oriente Morona Santiago Negativo
258 6465 | Oriente Morona Santiago Negativo
259 6466 | Oriente Morona Santiago Negativo
260 6467 | Oriente Morona Santiago Negativo
261 6468 | Oriente Morona Santiago Negativo
262 6469 | Oriente Morona Santiago Negativo
263 6470 | Oriente Morona Santiago Negativo
264 6471 | Oriente Morona Santiago Negativo
265 6472 | Oriente Morona Santiago Negativo
266 6473 | Oriente Morona Santiago Negativo
267 6474 | Oriente Morona Santiago Negativo
268 6475 | Oriente Orellana Negativo
269 6476 | Oriente Morona Santiago Negativo
270 6477 | Oriente Morona Santiago Negativo
271 6479 | Oriente Morona Santiago Negativo
272 6480 | Oriente Morona Santiago Negativo
273 6482 | Oriente Morona Santiago Negativo
274 6485 | Oriente Morona Santiago Negativo
275 6486 | Oriente Morona Santiago Negativo
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276 6487 | Oriente Morona Santiago Negativo
277 6489 | Oriente Morona Santiago Negativo
278 6490 | Oriente Morona Santiago Negativo
279 6491 | Oriente Morona Santiago Negativo
280 6494 | Oriente Morona Santiago Negativo
281 6495 | Oriente Morona Santiago Negativo
282 6496 | Oriente Morona Santiago Negativo
283 6497 | Oriente Morona Santiago Negativo
284 6498 | Oriente Morona Santiago Negativo
285 6499 | Oriente Morona Santiago Negativo
286 6500 | Oriente Morona Santiago Negativo
287 6502 | Oriente Morona Santiago Negativo
288 6503 | Oriente Morona Santiago Negativo
289 6504 | Oriente Morona Santiago Positivo
290 6507 | Oriente Morona Santiago Negativo
291 6508 | Oriente Morona Santiago Negativo
292 6510 | Oriente Morona Santiago Negativo
293 6511 | Oriente Morona Santiago Positivo
294 6513 | Oriente Morona Santiago Negativo
295 6514 | Oriente Morona Santiago Negativo
296 6515 | Oriente Morona Santiago Negativo
297 6516 | Oriente Morona Santiago Positivo
298 6517 | Oriente Morona Santiago Negativo
299 6518 | Oriente Morona Santiago Negativo
300 6519 | Oriente Morona Santiago Negativo
301 6520 | Oriente Morona Santiago Negativo
302 6521 | Oriente Morona Santiago Negativo
303 6522 | Oriente Morona Santiago Negativo
304 6523 | Oriente Morona Santiago Negativo
305 6524 | Oriente Morona Santiago Negativo
306 6525 | Oriente Morona Santiago Negativo
307 6526 | Oriente Morona Santiago Negativo
308 6527 | Oriente Morona Santiago Negativo
309 6528 | Oriente Morona Santiago Negativo
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310 6529 | Oriente Morona Santiago Negativo
311 6530 | Oriente Morona Santiago Negativo
312 6532 | Oriente Morona Santiago Negativo
313 6533 | Oriente Morona Santiago Negativo
314 6535 | Oriente Morona Santiago Negativo
315 6536 | Oriente Morona Santiago Negativo
316 6537 | Oriente Morona Santiago Negativo
317 6539 | Oriente Morona Santiago Negativo
318 6540 | Oriente Morona Santiago Negativo
319 6541 | Oriente Morona Santiago Negativo
320 6542 | Oriente Morona Santiago Negativo
321 6543 | Oriente Morona Santiago Negativo
322 6544 | Oriente Morona Santiago Negativo
323 6545 | Oriente Morona Santiago Negativo
324 6546 | Oriente Morona Santiago Negativo
325 6547 | Oriente Morona Santiago Negativo
326 6548 | Oriente Morona Santiago Negativo
327 6549 | Oriente Morona Santiago Negativo
328 6550 | Oriente Morona Santiago Negativo
329 6551 | Oriente Morona Santiago Negativo
330 6552 | Oriente Morona Santiago Negativo
331 6553 | Oriente Morona Santiago Negativo
332 6555 | Oriente Morona Santiago Negativo
333 6556 | Oriente Morona Santiago Negativo
334 6557 | Oriente Morona Santiago Negativo
335 6558 | Oriente Morona Santiago Negativo
336 6559 | Oriente Morona Santiago Negativo
337 6560 | Oriente Morona Santiago Negativo
338 6561 | Oriente Morona Santiago Negativo
339 6562 | Oriente Morona Santiago Negativo
340 8448 | Oriente Morona Santiago Negativo
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Anexo 4. Electroforesis representativa de la region Costa. Electroforesis en Gel

de Agarosa para la PCR utilizada en la deteccion de Ascaris spp. Lineas 1y 14
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contienen un marcador de Peso Molecular (mp) de 50 pb. Linea 2 control
negativo (C-), linea 3 control positivo (C+) de Ascaris summ. En las lineas 4-13
y 15-27 contienen las muestras de ADN de heces humanas codificadas entre
156-4339.

Cadigo de
muestras

mp 412 428 448 4962018 3084 3348 4236 4239 Cédlgo de
! muestras

Anexo 5.Electroforesis representativa del analisis realizado para la region Sierra.
Electroforesis en Gel de Agarosa para la PCR utilizada en la deteccién de Ascaris
spp. Lineas 1 y 14 contienen un marcador de Peso Molecular (mp) de 50 pb.
Linea 2 control negativo (C-), linea 3 control positivo (C+) de Ascaris summ. En
las lineas 4-13 y 15-27 contienen las muestras de ADN de heces humanas
codificadas entre 4155-8139.

Cddigo de
muestras

Cadigo de
muestras

mp 8791 8795 §820 8833 8860 86
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Anexo 6. Electroforesis representativa del analisis realizado para la region
Oriente. Electroforesis en Gel de Agarosa para la PCR utilizada en la deteccién
de Ascaris spp. Lineas 1y 14 contienen un marcador de Peso Molecular (mp) de
50 pb. Linea 2 control negativo (C-), linea 3 control positivo (C+) de Ascaris
summ. En las lineas 4-13 y 15-27 contienen las muestras de ADN de heces
humanas codificadas entre 8953-10443.

Cédigo de
muestras

Cdbdigo de
muestras

mp 10241 1024810311 1031210347 10363 10364 10408 10418 10419 10420 10441 10443
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0 7.Consentimiento Informado

INFORMACION PARA EL VOLUNTARIADO Y CONSENTIMIENTO INFORMADO SOBRE EL PROYECTO

“DETERMINAR LA PREVALENCIA GENERAL DE LAS PARASITOSIS DESATENDIDAS EN EL ECUADOR:
INFORMACION PARA EL V PROTOZOARIOS Y HELMINTOS”

(ANEXO CONSENTIMIENTO INFORMADO)

Usted ofy su representado/a ha sido considerado para participar en el presente proyecto, que se realizard a nivel
nacional. Se le ha pedido que participe porque se considera que usted es representativo de la poblacién del Ecuador.
El propésito de este documento es explicarle en que consiste el estudio para ayudarle a tomar una decisién sobre la
invitacion a participar en el mismo.

Propésito en el estudio

Las infecciones por parasitos constituyen una amenaza para la salud de las personas que los tienen, afectando a
diferentes 6rganos del cuerpo dependiendo del tipo de organismo que lo parasita. Estas enfermedades se transmiten
por varias vias, una de las principales es los malos habitos diarios de limpieza, asi como también convivir en
condiciones no adecuadas con animales infectados. La existencia del parasito es decir el diagnostico se puede realizar
analizando una muestra de sangre, de orina y principalmente de heces(deposicién, excremento, caca), en busca de la
presencia de estos parasitos en su cuerpo, mediante el uso de exdmenes basados en tecnologia tradicional y de nueva
generacion, este diagnostico permitira elaborar nuevas estrategias destinadas al control, eliminacion y tratamiento de
estas enfermedades, tanto a nivel individual (cada persona), asi como a nivel colectivo (toda su familia, vecinos y
comunidad).

PROCEDIMIENTO

Si decide participar en el estudio, se le solicitara una muestra de heces y orina, para lo cual se le indicara la técnica
adecuada para la recoleccién de muestras, asi como se le proveer4 de los materiales requeridos para el proceso.
De forma adicional, se le solicitara la donacion de una muestra de 5 a 10 mL de sangre, la cual sera tomada por personal
calificado, formado, con experiencia, y capacitado con las normativas especificas para desarrollar los diferentes
procedimientos necesarios para esta investigacion.

BENEFICIOS, RIESGOS Y MOLESTIAS

El proyecto brindara una capacitacién a la comunidad incluida en el estudio sobre los efectos de ser portador de para-
sitos, asi como, se informara sobre habitos alimenticios adecuados previa la colecta de las muestras para facilitar el
proceso y normas de aseo y manipulacién de alimentos y desechos que pretende ayudar a que usted sepa coémo evitar
las infecciones por parasitos para controlarlos en su hogar y en la comunidad.

Los riesgos y molestias fisicas causadas por la colecta de las muestras de heces y orina, asi como la extraccion de
sangre en este estudio son las que se presentan en cualguier colecta muestras y extraccién de una muestra de sangre
de vena periférica, que usted seguramente ya experimentado previamente.

Asi pues puede experimentar un ligero dolor, enrojecimiento o irritacién del area de la que se extrajo la sangre. Que
desaparecen unos minutos después del procedimiento.
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REVISION DE DOCUMENTOS ORIGINALES, CONFIDENCIALIDAD Y PROTECCION DE LOS DATOS PERSONALES.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Su participacion en este estudio es voluntaria. Usted puede retirarse en cualquier momento. Debe comprender que el
programa PROPAD puede retirarle del estudio sin su consentimiento por incumplimiento suyo a las instrucciones
impartidas en el estudio, u otras razones, justificadas razonablemente en el campo médico.

Informacién y muestras codificadas.
Para proteger su confidencialidad, sus muestras y resultados seran registrados con un cédigo, sin nombres ni datos de

identificacién. Los integrantes del equipo de investigadores guardaran el archivo con la vinculacién de este cédigo con
su nombre, pero este no aparecera bajo ningin motivo en cualquier producto relacionado con la presente investigacion.
Almacenamiento y analisis posteriores de las muestras.

El INSPI (Instituto Nacional de Investigacion en Salud Publica) almacenaré sus muestras junto con otros procedentes
de este estudio, y las mismas serdn utilizadas solo para el prop6sito establecido en este documento. En todo momento

las muestras se almacenaran en un lugar seguro, y se exigira que las personas que trabajen con sus muestras respeten
la confidencialidad de su informacién y resultados.

Compromisos adquiridos por el Proyecto de Investigacion.
El equipo de investigadores de este proyecto, luego de la colecta y andlisis de las muestras se comprometen a elaborar
un informe con los resultados encontrados, el que sera entregado a la direccion de la escuela y al centro de salud

responsable del control sanitario de su institucién educativa, en un periodo no mayor de 3 semanas después de
realizada la visita a su comunidad.

Aspectos comerciales
Usted no recibira ninguna compensacién econdémica por la participacion de este estudio.
Personal de contacto para el estudio.

Si tiene preguntas acerca de esta investigacion, sobre cualquier dafio relacionado con la extraccion de sangre o sobre
su retirada del estudio, debe contactarse en cualquier momento con la Ing. Ana Gabriela Caiza al nimero 0999207879,

directora del Programa Nacional para el abordaje multidisciplinario de las Parasitosis desatendidas en el Ecuador.
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