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Objetivos

Brindar una introduccion sobre:
Conceptos de diagnostico (parasitologico)

Abordajes metodologicos del diagnostico parasitologico,
basado en caracteristicas biologicas de los parasitos.

Fundamentar los criterios de:

= Seleccion y procedimientos de toma de la
muestra.

= Eleccion de la prueba diagnostica.




Contenidos

v Conceptos de especificidad y sensibilidad.

v Diagnostico directo de enteroparasitosis.

= Tipos de muestras, metodos de obtencion, estabilidad y
procesamiento.

= Metodos de rutina y especiales.

v Diagnostico directo de parasitosis tisulares.

= Tipos de muestras, oportunidad de obtencion, estabilidad y
procesamiento.

= Metodos de rutina y especiales.
v Diagndéstico inmunoldgico: utilidad y valor predictivo.




Es importante para......

v Diagnosticar patologias parasitarias a fin de lograr su
prevencion y/o deteccidn precoz (ej.
enteroparasitosis)

v’ Establecer el diagndstico diferencial con otras
patologias brindando |la oportunidad de tratamiento
especifico

v' Estimar el estado de una enfermedad ya establecida a
fin de elegir la mejor conducta terapéutica (e,
hidatidosis)

v Evaluar actividad o reactivacion de una patologia (ej.
Toxoplasmosis)




Fases del proceso diagnostico en el
laboratorio:

PREANALITICA: es la que insume mayor tiempo:
solicitud, obtencidon, almacenamiento, transporte y
recepcion. Esta sujeta a mayor cantidad de errores.

ANALITICA: Corresponde a la realizacion del
procedimiento diagnostico. Incluye la calibracion de
equipos, validacion de pruebas diagnadsticas,
controles de calidad, etc

POSTANALITICA: Calculos, interpretacion de
resultados, emision de informe.




METODOS DIRECTOS

Son aquellos que ponen en evidencia
el agente o sus formas evolutivas,
fragmentos, antigenos, ADN, etc.




METODOS DIRECTOS
PARASITOLOGICOS

Permiten su visualizacion o su aislamiento a
partir del material patoldgico

Los parasitos pueden ser observados a partir del
material “en fresco” o mediante coloraciones u
otros procedimientos




PARASITOS DEL TRACTO
INTESTINAL

PROTOZOARIOS:

» Quistes u ooquistes en heces formes

> Trofozoitos en heces diarreicas

Por su tamano el reconocimiento es siempre
MICROSCOPICO



DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
DIRECTO

MUESTRA: MATERIA FECAL

Recoleccion: SERIADA (no menos de 3 muestras durante una
semana) en formol y una ultima en solucion fisiologica o en
fijadores con capacidad para conservar trofozoitos (PAF, MIF u
Otro) PAF: fenol-alcohol-formol; MIF: merthiolate-iodo-formol

1. Examen sin enriquecimiento previo: observacion
microscopica directa a partir de material fresco o de material

fijado en formol Quiste Entamoeba

oo histolytica/dispar

Quiste Giardia intestinalis




2. Tecnicas de concentracidon: en casos de baja
carga parasitaria. Se recomienda su utilizacion

\4— Fase organica (éter) s =
El solvente organico
disuelve el contenido graso

de las heces

<+—— Grasa extraida (debris)

<+—— Fase acuosa

v4— Sedimento o precipitado

3. Tinciones especiales: para coccidios (Ziehl- Neelsen
o Kinyoun), microsporidios (tricromico de Weber) y E.
hlstolytlca (hematoxmna ferrlca)
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4. Isoenzimas: deteccion de patrones electroforeticos
caracteristicos de diversas enzimas (zimodemas).
Diferencian E. histolytica de E. dispar.

5. Deteccidon de antigenos: Ensayos
Inmunocromatograficos:

Deteccion simultdnea de Giardia intestinalis, E. histolytica/E.
dispar, y Cryptosporidium parvum mediante tiras reactivas

No disponible en la Argentina




4. Deteccion de DNA: Amplificacion secuencia DNAr
18S de Entamoeba histolytica por PCR

Inhibidores!!!

Falta validacion.
No disponible en la Argentina




Metodos especiales

RECTOSIGMOIDEOSCOPIA (para deteccion de ulceras
coldnicas en amebosis) -

duodenal en giardiasis)




DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
INDIRECTO

Deteccion de anticuerpos especificos: Es (til para
el diagnostico en personas provenientes de paises
no endemicos.

Es de utilidad en AMEBIASIS EXTRAINTESTINAL




DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
DIRECTO

HELMINTOS:

1. Diagnostico macroscopico: Vermes adultos

(Ascaris lumbricoides) o sus segmentos
(proglétides de Taenia sp)




2. Diagnostico microscopico:

Huevos: sus caracteristicas morfolégicas permiten el
diagnaostico de especie

Ascaris lumbricoides  Taenia sp Uncinaria Trichuris trichiura

Larvas: sus caracteristicas morfologicas permlten
diferenciar S. stercoralis de Uncinarias o

Strongyloides stercoralis - |




DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
DIRECTO

MUESTRA: MATERIAL PERIANAL

En poblaciéon pediatrica...... En poblacion adulta........
Técnica de Graham -Garaguso

ESCOBILLADO PERIANAL SERIADO




Diagnostico de enteroparasitosis

Procesamiento de Muestras |

« Meétodos de rutina (macro y microscopia)
= Tecnicamente simples.
= Escasa/nula automatizacion.
= Alto costo horas-hombre.

« Métodos especiales (deteccion de Ag y ac. nucleicos)
= Tecnicamente complejos.
= Automatizacion variable.
= Alto costo material.

Requiere de validacion




DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
INDIRECTO

HELMINTOS

Dificil para diferenciar infeccion actual de
pasada por la persistencia de la respuesta

iInmune.

En pacientes iInmunocomprometidos, la
serologia puede ser negativa.



Deteccion de DNA: puede ser una alternativa util en

aquellas parasitosis subdiagnosticadas por su baja carga
parasitaria y por la fluctuacion en la eliminacion de elementos
parasitarios como en estrongiloidosis cronica. Por el momento,

esta tecnologia no se utiliza de rutina.

Inhibidores!!!
Falta validacion.




PARASITOS DE SANGRE Y

TEJIDOS

DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
DIRECTO

PROTOZOARIOS:

1. Directo sin concentracion previa:
Observacion microscopica de gota de sangre
(Trypanosoma cruzi) o frotis de sangre tenido
con Giemsa (Plasmodium sp). Requiere de altas

parasitemias. \ -




2. Directo CON concentracion previa:
Microhematocrito ( Trypanosoma cruzi) o gota
gruesa (Plasmodium sp)

Plasmodium sp

3. Histopatologia: de material de puncion/ _
biopsia o improntas (eJ. Leishmania sp) ,‘ -




4. Por amplificacion biologica: Cultivos axénicos,
celulares (T. cruzi y Leishmania sp) o inoculacion en
animales de experimentacion (Toxoplasma gondii).
Son laboriosos, requieren de infraestructura especial

y se demora en su deteccion

5. Por amplificacion molecular: Existen técnicas
artesanales para TODOS los protozoarios , algunas
en proceso de validacion




DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
INDIRECTO

Protozoos de sangre y tejidos
Segun la finalidad del estudio:

» Tecnicas de screening: utilizadas para el estudio de
grandes poblaciones

» Tecnicas confirmatorias: utilizadas para confirmar el
diagndstico en forma especifica




DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
DIRECTO

Helmintos tisulares

v' Observacion de componentes del quiste hidatidico
eliminados por vomica

v" Observacion de larvas cisticerco en fondo de ojo
v" Observacion de microfilarias en sangre




DIAGNOSTICO PARASITOLOGICO
INDIRECTO

Helmintos tisulares

Deteccion de IgG en triquinosis, cisticercosis e
hidatidosis en suero y en LCR en
neurocisticercosis

Diagnostico por imagenes:

Pueden facilitar el diagndstico de larvas de cestodes (Rx
pulmon/hidatidosis, ecografia/hidatidosis hepatica, TAC /
neurocisticercosis)




Algunos parametros serologicos:

» SENSIBILIDAD

» ESPECIFICIDAD



Desde el punto de vista analitico:

Sensibilidad: expresa la capacidad de la técnica
para detectar las menores concentraciones
posibles de anticuerpos

Especificidad: expresa la capacidad de la
tecnica para diferenciar los anticuerpos
especificos de otros presentes en el suero




Desde el punto de vista clinico:

Sensibilidad: expresa la capacidad de la técnica
para diagnosticar casos positivos en el
conjunto de personas estudiadas

Especificidad: expresa la capacidad para
determinar resultados verdaderos
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Especificidad y sensibilidad
« Son parametros estadisticos.

. Los célculos se basan en casos positivos y negativos.
. Reflejan la correcta (verdadera) o incorrecta (falsa) identificacion:

= Del parasito (macroscopia, microscopia).

= De componentes parasitarios (antigenos, acidos nucleicos).
= De larespuesta inmune frente a la infeccion parasitaria.

CONDICION
No infectados Infectados

Positiva

A: Verdaderos negativos
B: Falsos negativos
C: Falsos positivos
D: Verdaderos positivos



Especificidad
. NOCION PRACTICA DE ESPECIFICIDAD

= Alta especificidad: La prueba es negativa en individuos no infectados.

= Baja especificidad: La prueba es positiva en individuos no infectados (FALSOS
POSITIVOS).

FORMALISMO MATEMATICO

CONDICION
No infectados Infectados

B o
n E= VN/(VN+FP)

Negativa

o
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C
e
o
>




Sensibilidad

. NOCION PRACTICA DE SENSIBILIDAD

= Alta sensibilidad: La prueba es positiva en individuos infectados.

= Baja sensibilidad: La prueba es negativa en individuos infectados (FALSOS
NEGATIVOS).

FORMALISMO MATEMATICO

CONDICION
No infectados Infectados

I -

D/(B+D)
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Positiva

VP/(VP+EN)




Diagnostico de Parasitosis

Valor predictivo positivo

NOCION PRACTICA

B Ante un resultado positivo éCual es la probabilidad de que el individuo
realmente padezca la infeccion investigada?

CONDICION ,
No infectados Infectados FORMALISMO MATEMATICO

RS Negativaﬂ VPP= D/(C+D)
(=
> Ppositiva “ VPP= VP/(FP+VP)




Diagnostico de Parasitosis
Valor predictivo negativo
NOCION PRACTICA

Ante un resultado negativo ¢Cual es la probabilidad de que el individuo no padezca
la infeccion investigada?

CONDICION ,
No infectados Infectados FORMALISMO MATEMATICO

g Negativaﬂ VPN= A/ (A+B)
> positiva “ AVA=\\ = VN/(VN+FN)




Diagnostico de Parasitosis

Utilidad de las pruebas serologicas
¢Para qué emplearlas?

v Identificar pacientes con infeccion parasitaria sistémica, tisular o
extraintestinal. Ej.: T. cruzi, T. gondii y E. histolytica.

v Realizar encuestas epidemiolégicas. Ej.: T. cruzi y T. gondii.

¢, Qué informacion proveen?
v’ Etapa de la infeccién. Ej.: T. cruzi y T. gondii.
v Evolucion de la infeccion. Ej.: Leishmania spp.

v’ Estado del sistema inmune en relacion con la infeccion. Ej.:
Leishmania spp.

v Respuesta al tratamiento. Ej.: T. cruzi y T. gondii.




Diagnostico de Parasitosis
Limitaciones de las pruebas serologicas

v" No establecen una medida cuantitativa de la carga parasitaria.

v" La magnitud de la respuesta inmune no siempre tiene correlacion
con la carga parasitaria.

v' Componentes homologos proveen reaccion cruzada.
v La sensibilidad y especificidad de las pruebas es variable.
Por estas razones:

v La confirmacion diagndstica requiere al menos dos pruebas con
resultados concordantes positivos.



Diagnostico parasitologico
Conclusiones

El diagnostico parasitologico tiene por objetivo ASOCIAR la enfermedad actual con
la presencia del parasito.

Se basa en abordajes practicos que requieren la optimizacion de parametros para
lograr alta FIABILIDAD en los metodos y CERTEZA en los resultados.

La posibilidad de confirmar la infeccion depende de:

La ETAPA en la que ésta es diagnosticada.
La LOCALIZACION de los distintos estadios parasitarios.

La CARGA PARASITARIA y/o caracteristicas de la RESPUESTA INMUNE
frente al parasito.

La adecuada ELECCION, TOMA y PROCESAMIENTO de las MUESTRAS.

La correcta ELEQCIC')N de las PRUEBAS DIAGNOSTICAS e
INTERPRETACION de los RESULTADOS.



