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RESUMEN

La fascioliasis es hiperendémica en Peru y presenta sintomas inespecificos en la
comunidad que dificultan su identificacion. Objetivo: Determinar los hallazgos
clinicos o combinaciones de éstos que permitan la identificacion de fascioliasis
cronica en nifios de la comunidad y proponer un score de ayuda diagnostica.
Metodologia: Estudio transversal y analitico. Analisis secundario del estudio
“Impacto de fasciola en los nifios en comunidades altoandinas” de 3 a 16 afios en
Cusco. Fascioliasis crénica se defini6 como presencia de huevos de Fasciola
hepatica en heces. Infeccion negativa se definié como ausencia de huevos de
Fasciola u otros parasitos en heces y serologia negativa para Fasciola. Se obtuvo
informacién demografica, clinica y laboratorial (tres muestras seriadas de heces,
una de sangre para Fas2-ELISA). Se utilizaron curvas ROC y regresion logistica
para determinar sensibilidad y especificidad de combinaciones de sintomas y
laboratorio para identificar fascioliasis cronica. Resultados: Se incluyeron 909
nifios, 162 con fascioliasis cronica y 747 negativos, de sexo femenino 52%, edad
promedio 9.6 afios (+3.6). Comparando nifios con fascioliasis cronica y negativos
no hubo diferencias por sexo (p=0.690) o edad (p=0.082). En fascioliasis cronica,
se encontraron mas frecuentemente: fatiga (p<0.001), vomitos (p=0.009), anorexia
(p=0.006), dolor en hipocondrio derecho (p<0.001) y diarrea (p=0.040); valores
alterados en hematocrito (p=0.038), hemoglobina (p=0.008), leucocitos (p=0.043)
y eosinofilos (p<0.001). La combinacion de dolor en hipocondrio derecho, fatiga y
eosinofilia identifico fascioliasis cronica con alta sensibilidad (85%) y especificidad
(92%). Conclusion: Los nifios con fascioliasis cronica tienen caracteristicas que

permiten identificarlos usando el score propuesto en comunidades endémicas.



Palabras clave: Fascioliasis, Fasciola hepatica, parasitosis



ABSTRACT

Fascioliasis is hyperendemic in Peru and it has non-specific symptoms in the
community that makes it difficult to identify. The aim of this study was to determine
clinical findings or combinations that allow the identification of chronic fascioliasis
in children from the community and propose a diagnostic score. Methodology:
Cross sectional - analytic study. Secondary data analysis of the study “Impact of
Fascioliasis among Children in the Peruvian Highlands” from 3 to 16 years old in
Cusco. Chronic fascioliasis was defined as presence of Fasciola hepatica eggs in
feces. Negative infection was defined as absence of Fasciola eggs or other parasites
in feces and negative Fasciola serology. Demographic, clinical and laboratory
information were obtained (three stool specimens, blood sample for Fas2-ELISA).
ROC curves and logistic regression were used to determine the sensitivity and
specificity of symptoms and laboratory combinations to identify chronic

fascioliasis. Results: 909 children were included, 162 with chronic fascioliasis and

747 negatives, being female (52%), mean age of 9.6 years (x3.6). Comparing
children with chronic fascioliasis and those negative, no differences were found by
sex (p=0.690) or age (p=0.082). In chronic fascioliasis were more frequent: right
upper quadrant abdominal pain (p<0.001), fatigue (p<0.001), anorexia (p=0.006),
vomiting (p=0.009), diarrhea (p=0.040); abnormal: hematocrit (p=0.038),
hemoglobin (p=0.008), leucocytes (p=0.043), eosinophils (p<0.001). Combination
of right upper quadrant abdominal pain, fatigue and eosinophilia identified chronic
fascioliasis with high sensitivity (85%) and specificity (92%). Conclusions:
Children with chronic fascioliasis have characteristics that allow use the proposed

score for their identification in endemic communities.
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I.  INTRODUCCION

Los trematodos Fasciola hepatica y Fasciola gigantica se han diseminado
practicamente en todos los continentes del mundo (1). Existen aproximadamente de
2.65 a 17 millones de personas afectadas en el mundo y de estas méas del 50% viven
en Latinoamérica. Otros 180 millones de personas se encuentran en riesgo de ser
infectadas en el mundo (2,3). Se calcula que aproximadamente 7158 muertes al afio
son producidas como consecuencia de la infeccién por trematodos que son
transmitidos por alimentos (4,5). La fascioliasis es considerada como un problema
de salud publica (6,7), por el nimero de personas afectadas y sus complicaciones
gue representan una carga econémica importante (3,8). A nivel veterinario se estima
que hasta el 63% de ganado es afectado por este parasito en Peru (5). Esta infeccion
esta reemergiendo en Latinoamérica, estudios realizados los afios noventa sentaron
precedentes importantes sobre los tipos de situaciones endémicas respecto a este
parasito (1,7). Para estos estudios se consideraron como areas hipoendémicas
aquellas cuyas prevalencias eran menores al 1%, mesoendémicas entre el 1 y 10%
e hiperendémicas cuando superaron el 10% de la prevalencia en las comunidades,
siendo ademas variables las intensidades leve, moderada y severa de infeccion
descritas, menor a 50 huevos/gramo; entre 50 a 300 huevos/gramo, y mayores a 300
huevos/gramo respectivamente (10). Asi mismo, se describen tasas hiperendémicas
de F. hepatica en Peru y Bolivia (10-14), la prevalencia en poblaciones altoandinas
de los Andes peruanos y bolivianos van de 3 al 17% (15) llegando en zonas como
el Altiplano Boliviano al 68.2% (16). F. hepatica parece afectar en mayor

proporciéon a la poblacién infantil con leve predominio del género femenino



(2,14,17-20), conllevando a alteraciones en el crecimiento y desarrollo de los nifios
como consecuencias a largo plazo (21).

La variable presentacion de la enfermedad va desde asintomatica, presencia de
signos y sintomas aislados, hasta cuadros severos por complicaciones (3,5,10) que
eventualmente requieren manejo hospitalario. La falta de sospecha clinica en esta
parasitosis evita la basqueda activa de F. hepatica entre los nifios aparentemente
sanos de la comunidad. Los principales sintomas clinicos no son especificos de esta
enfermedad y con frecuencia son compartidos con otras parasitosis o infecciones
helminticas como la equinococosis (22). La poca disponibilidad de pruebas
diagnosticas econdmicas altamente sensibles en zonas endémicas e hiperendémicas
es parte de los factores que han contribuido a la diseminacion de esta zoonosis y
también de la aparicion de complicaciones a largo plazo (23-25). En ello radica la
importancia de su pesquisa permanente en poblaciones hiperendémicas que
compartan caracteristicas que nos orienten a sospechar de esta parasitosis. Siendo
caracteristicas clinicas de interés en fascioliasis algunos como la cefalea, ictericia,
fiebre, anorexia, nausea o voOmitos, diarrea, dolor abdominal, dispepsia e
indigestion.

Los casos no diagnosticados por ser asintomaticos o subclinicos permaneceran con
un alto riesgo de desarrollar procesos inflamatorios cronicos que, ademas de aquejar
la salud de los nifios por largos periodos de tiempo, perturbaran su crecimiento y
desarrollo, como se demostré encontrandose prevalencias de 35.7% entre los casos
positivos para F. hepatica en estudios similares (21). El correcto diagnostico de

fascioliasis permite la deteccion temprana e interrupcion de la evolucion hacia



procesos inflamatorios cronicos entre los hospederos de este parasito, como los
descritos a nivel hepatico y de tipo fibrético en algunos pacientes (19).

La prueba dorada para el diagndstico de esta parasitosis es la sedimentacion rapida
de Lumbreras (26-28) que junto a la sedimentacion en placa son las mejores
opciones en zonas con pocos recursos. Se disponen también de pruebas
inmunoldgicas altamente sensibles como la prueba Fas2- ELISA consistente en la
captura de 1gG a través de la prueba ELISA (acronimo del inglés Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay: “Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas™) (26-28),
de la cual se disponen de multiples reportes respecto a su alta sensibilidad 92.4 —
96.7%, especificidad de 83.6%, y valor predictivo negativo que es de 97.2%
comparada con la prueba de sedimentacion liquida rapida de lumbreras (26-29).
Pese a esto, la complejidad técnica y tecnoldgica para llevar a cabo esta prueba hace
gue no sea considerada un examen de rutina en zonas hiperendémicas donde es
necesario realizar detecciones precoces de fascioliasis (26).

Planteamiento de la Investigacion

Este es un analisis de datos obtenidos de un estudio transversal para determinar la
asociacion entre la presentacion de signos, sintomas, hallazgos clinicos o
combinaciones de estos en los nifios con fascioliasis cronica evaluados a nivel
comunitario frente a aquellos nifios que son negativos para cualquier parasito, en
los nifios evaluados en Anta, Cusco. El estudio refleja la intervencion realizada en
las escuelas de las comunidades circundantes a la provincia de Anta— Cusco, donde
fascioliasis ha sido descrita en varias de estas comunidades. Segun estudios locales,
aproximadamente el 25% de la poblacion de esta zona tiene entre 3 a 16 afios (24),

se reporta alta prevalencia de esta parasitosis (20%) en algunas comunidades, y esta



asociada con anemia y malnutricién en nifios viviendo en estas areas endémicas
(24,25). Se requiere una fuerte sospecha clinica para buscar la presencia del
parasito, no todos los casos se presentan con las caracteristicas clinicas de tipo
bifasica aguda y/o crénica (18). La sobreposicion de estas fases ocasiona que
muchas veces no exista sospecha clinica, esto debido a que la presencia de
sintomatologia esta en relacion con la intensidad de la infeccion (12,19). Identificar
pacientes tempranamente es necesario para prevenir complicaciones de la infeccion
que afecta el desarrollo en nifios. No existen herramientas para identificar sujetos
con mayor probabilidad de fascioliasis cronica en la comunidad y para los cuales
las pruebas de laboratorio tengan una alta probabilidad de ser positivas. Por ese
motivo, planteo evaluar qué combinaciones de sintomas y signos o hallazgos
clinicos mostrarian a nifios en riesgo de infeccion por F. hepatica en la comunidad
usando datos colectados transversalmente de nifios en edad preescolar y escolar.
Pregunta de investigacion:

¢Existen sintomas, hallazgos clinicos o combinaciones de éstos que permitan la
identificacion de fascioliasis cronica en la comunidad en nifios de 3 a 16 afios de la

Comunidad de Anta, Cusco?



Il. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La prevalencia de F. hepatica varia ampliamente (0 a 70%) dependiendo del area
geografica en que se estudie (12,13,18,21). Esta parasitosis esta considerada dentro
de las “enfermedades desatendidas” segin la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS). Sin embargo, multiples estudios en la poblacion infantil demuestran el serio
impacto que puede tener en el crecimiento, malnutricion y anemia en los nifios
(12,18,19,21).

Per( y otros paises latinoamericanos como Bolivia, han instaurado programas de
tratamiento masivos en escuelas y colegios de éareas rurales para parasitos
endémicos a nivel nacional, buscando controlar paréasitos de alta prevalencia como
Giardia lamblia, Ascaris lumbicoides y otros helmintos, siendo los medicamentos
de eleccién utilizados el metronidazol y albendazol (30), y F. hepatica no es
susceptible a estos antiparasitarios. Triclabendazole, la Gnica medicina disponible
para tratar F. hepatica en humanos no esté disponible comercialmente en Peru. El
acceso a esta medicina es solo a través de un programa de donacién de Novartis a
la OMS, organismo que provee este medicamento gratuitamente a los paises
miembros, a pesar de ello este no llega a la mayoria de las zonas endémicas. Siendo
el Unico tratamiento efectivo, su uso conlleva el riesgo de la creacion de resistencia
cuando es utilizado como tratamiento masivo. Entonces, a falta de un adecuado
tratamiento y seguimiento de los casos detectados, la persistencia de esta parasitosis
en zonas endémicas esta garantizada. No se han descrito en detalle la epidemiologia,
sintomatologia y presentacion clinica de los casos que evolucionan naturalmente en
la comunidad y que no son detectados por el sistema de salud. Un estudio de estas

caracteristicas es importante para permitir implementar medidas preventivas y de



control entre nifios afectados en las comunidades endémicas dado que ayudara a
identificar nifios en riesgo de fascioliasis cronica.

Considerando que, en Peru se ven afectados sobre todo los sectores méas pobres y
vulnerables de 18 regiones donde se presentan prevalencias elevadas de casos,
siendo perjudicados generalmente los nifios. Al ser un parasito que afecta
crénicamente a sus hospederos, estos se veran afectados por periodos prolongados
de tiempo y muchos de estos permanecen sin diagnosticar, por tanto, se desconocen
las complicaciones a largo plazo en este grupo. Por ejemplo, patologias como
fibrosis hepatica y cirrosis parecen ser consecuencias en los hospederos
relacionadas a la fascioliasis, pero se necesita mayor investigacion para determinar
estas asociaciones.

La informacion obtenida servira para crear estrategias de salud publica que
permitan abordar problemas no solo relacionados a la fascioliasis, sino también
influyan indirectamente en disminuir los casos de bajo peso y desnutricion que

derivan de ésta y su asociacion con otras parasitosis y complicaciones en nifios.



I11. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar los hallazgos clinicos o combinaciones de éstos que permitan la

identificacion de fascioliasis crénica en nifios de la comunidad.

3.2 OBJETIVOS SECUNDARIOS
Crear un score basado en hallazgos clinicos y de laboratorio, 0 combinaciones de
éstos para guiar el tamizaje y como ayuda diagnostica en los casos de fascioliasis
en nifios de la comunidad.
Comparar los sintomas presentes en nifios con fascioliasis crénica y aquellos nifios
negativos para F. hepatica u otros parasitos.
Comparar las caracteristicas epidemioldgicas y laboratoriales en nifios de 3 a 16

afios con fascioliasis cronica y sin fascioliasis crénica u otros parasitos.



IV.METODOLOGIA
El estudio primario “Impacto de Fascioliasis en nifios en las alturas de Per(”, fue la
base del presente estudio de tesis. El estudio primario recolect6 informacion de tipo
demogréafico, socioecondémico, nutricional, clinico y laboratorial. Para esto, se
entrevistaron a padres y nifios en 26 comunidades de los distritos de Anta,
Ancahuasi y Zurite en la provincia de Anta, Cusco. El enrolamiento se realiz6 en
centros de educacion inicial, escuelas primarias y secundarias de la zona. En el lugar
de enrolamiento se realizd un examen fisico en busca de hallazgos clinicos
presentes al momento de la entrevista que fueran facilmente identificables por
personal técnico de enfermeria (Anexo 1, cuestionario de enrolamiento). Siguiendo
lineamientos de OMS se tomaron medidas antropomeétricas que incluyeron peso y
talla. Se recolecté informacion acerca de signos y sintomas presentes en los tres
meses previos a la entrevista. Posteriormente, en sus domicilios, se realizd otra
encuesta enfocada en seguridad alimentaria y dieta de los participantes y sus
familias. Se solicitaron tres muestras de heces a cada nifio en dias consecutivos. Las
muestras de heces se analizaron mediante sedimentacion rapida modificada por
Lumbreras y Kato Katz para la deteccion de huevos y larvas de helmintos.
Adicionalmente, se solicité una muestra de sangre venosa de cada participante para
realizar un hemograma completo con recuento diferencial automatizado. Todas
estas muestras fueron llevadas y procesadas en el laboratorio del Instituto de
Medicina Tropical sede Cusco de la Universidad Peruana Cayetana Heredia y
analizadas para anticuerpos de F. hepatica, hemograma completo, transaminasas
séricas, Proteina C reactiva, hierro y pruebas como Interleukina 6, Neuropeptido Y,

Heptacidina.



El presente estudio de tesis es un andlisis secundario de los datos obtenidos en este
estudio primario, donde se incluyé a nifios con fascioliasis cronica, definida como
aquellos nifios con resultados positivos para huevos de F. hepatica en heces y a los
nifios negativos a cualquier parasito en heces y que tuvieron resultado de Fas2-
ELISA negativo, creando asi un grupo positivo y un grupo negativo para F.
hepatica. En esta subpoblacion se analizaron mediante pruebas de Chi cuadrado,
regresion logistica y curvas ROC (siglas en inglés del acronimo Receiver Operating
Characteristic, o Caracteristica Operativa del Receptor en espafiol), las
caracteristicas sociodemogréaficas, los sintomas, signos, hallazgos clinicos y
laboratoriales relevantes que permitan sugerir la presencia de fascioliasis crénica
entre los nifios de la comunidad estudiados, determinando la sensibilidad y
especificidad de las combinaciones de estos factores.
4.1 Disefio del estudio
Estudio descriptivo de corte transversal — analitico, en los nifios de 3 a 16 afios
provenientes de las comunidades de Anta — Cusco, con fascioliasis cronica definida
por la presencia de huevos de F. hepatica en heces y aquellos nifios con resultados
negativos para F. hepatica u otros parasitos en heces y cuya prueba de Fas2-ELISA
en suero haya resultado negativa.
4.2 Diseflo muestral
4.2.1 Poblacion del estudio primario

El estudio fue realizado en la provincia de Anta en Cusco, localizada en el sur de
Per(, la cual esta dividida en 9 distritos y 26 comunidades; los nifios fueron
enrolados en 22 de estas comunidades, procedentes de los tres principales distritos

de la provincia, siendo estos los de Anta, Ancahuasi y Zurite. Esta provincia cuenta



con 60% de poblacion rural, cuyas principales actividades econdmicas radican en
la agricultura y ganaderia (23, 24); por lo que la gente de la zona esta en riesgo de
infeccion por F. hepatica. La poblacion tiene como lengua materna el quechua y
entre los adultos de la zona los niveles de analfabetismo alcanzan el 22% (23, 24).
Uno de cada 4 pobladores se encuentra entre los 3 a 16 afios, encontrandose que el
numero de nifios de 3 a 16 afios en esta area esta por encima de 7900 nifios (24).
Usando métodos de sedimentacion liquida, en los afios 2002 y 2006 se reportaron
prevalencias de F. hepatica del 10% en comunidades como Kuramba y otras de los
distritos de Anta y Zurite (24,25).
4.2.2 Criterios de inclusion para el estudio de tesis
Nifos de los centros de cuidado infantil y escuelas entre 3 a 16 afios en los distritos
de Ancahuasi, Zurite y Anta con, por lo menos, dos afos de residencia.
Nifios que no hayan recibido tratamiento para fascioliasis en los Gltimos 2 afios.
Nifios que cuenten con encuestas adecuadamente llenas en las secciones referentes
a sintomatologia y examen fisico.
Nifios que cuenten con muestras y resultados de laboratorio para todas las pruebas.
4.2.3 Criterios de exclusion para el estudio de tesis

Nifias embarazadas.

Nifios cuyos padres rechacen firmar el formato de consentimiento informado y

nifios que no asientan su participacion.
Nifos sin resultados de pruebas seroldgicas.

Nifios que presenten algun otro parasito, tengan Fas2 — ELISA (+) o sean negativos

para otros parasitos, pero tengan Fas2 — ELISA (+).
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4.3 Muestreo

4.3.1 Tipo de muestreo
En los distritos donde se realizé el estudio el estudio primario, todas las escuelas
ubicadas en el area fueron invitadas a participar. Aquellas que aceptaron fueron
incluidas en el estudio. Todos los nifios fueron elegibles e invitados a participar.
Los nifios del estudio primario que fueron incluidos en este estudio fueron aquellos
que asintieron su participacion, contaban con consentimiento de sus padres,
cumplian los criterios inclusién y fueron incluidos consecutivamente hasta llegar al
tamafio muestral de 3000 nifios. La muestra del estudio de tesis estuvo conformada
por aquellos casos del estudio primario que cumplieron los criterios de inclusién

indicados.

4.4 Procedimientos

4.4.1 Preparacion
Antes de iniciar el estudio primario, personal del equipo de investigacion difundio
informacion sobre la fascioliasis, los objetivos del estudio y los procedimientos a
realizarse entre las autoridades y la comunidad involucradas. Estas actividades
preparatorias incluyeron charlas, que variaron en complejidad de lenguaje
dependiendo de si estaban dirigidas a las autoridades o a personas de la comunidad.
Se dieron charlas a la Direccion Regional de Salud del Cusco, a las autoridades de
la red Norte-Cusco, a la micro-red de Anta, y los medicos de los centros de salud
Anta, Ancahuasi y Zurite. La Municipalidad provincial de Anta, el Ministerio de
Educacidn, los directores de las escuelas y centros de educacion inicial, presidentes
comunitarios y sus miembros también fueron informados sobre fascioliasis y el

estudio de investigacion. El enrolamiento de los participantes se llevo a cabo so6lo
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cuando las autoridades y miembros de la comunidad recibieron la informacion y

estuvieron de acuerdo en formar parte del estudio.

4.4.2 Tamizaje y enrolamiento del estudio primario
4.4.2.1 Enrolamiento
En las escuelas o centro de cuidado infantil de cada comunidad el dia previo al
enrolamiento se llevo a cabo una reunion con los padres en la que se explico los
alcances de la investigacion, los riesgos asociados a la participacion y los beneficios
de esta. Los padres debieron proporcionar su consentimiento informado por escrito
antes de que el personal del estudio pudiera realizar los procedimientos de
asentimiento informado, también recibieron informacion acerca de la coleccion de
muestras, se les entregd los materiales donde colectarian las muestras de heces, se
incentivd la concurrencia de los padres el dia del enrolamiento para que reciban
charlas adicionales. Luego, en cada institucion educativa o de cuidado infantil se
obtuvo el registro total de nifios por cada grado y aula. Se le asigné un cddigo a
cada nifio si al menos uno de los padres, o guardianes designados, consintio la
participacion de su hijo en el estudio. En todos los casos solo si el nifio contaba con
el consentimiento de sus padres (0 solo padre 0 madre) y asintié su participacion
fue considerado como participante. Los cddigos de participacion fueron creados
usando las 3 primeras letras de la comunidad de enrolamiento seguida por 4
nameros, este codigo se uso en todos los materiales referidos al participante. Un
aula de cada escuela o centro de cuidado infantil fue usada como lugar de
enrolamiento, donde se tomaron las medidas antropométricas y se realizé un breve
examen fisico de los nifios, un trabajador de campo era el encargado de recibir de

los padres las muestras de heces de los nifios. Se obtuvieron muestras de sangre en
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estas aulas luego de las cuales se les entreg6 galletas a los nifios, cada encuentro

durdé menos de 20 minutos.

4.4.3 Recoleccion de datos

Se recogid informacion para el estudio primario mediante:

a. Cuestionarios
b. Examen fisico
c. Toma, recoleccion y procesamiento de muestras bioldgicas: tres muestras

de heces seriadas en dias consecutivos, y una muestra de sangre.

a. Cuestionarios (Anexo 1)
Se aplicd un cuestionario de enrolamiento y uno de visita domiciliaria.
El cuestionario de enrolamiento incluyo preguntas a los padres sobre los sintomas
y signos de sus hijos antes que ellos tuvieran acceso a los resultados de los
exadmenes de laboratorio. Estuvo dividido en 5 secciones, descritas a continuacion:
- La primera seccion: informacion demogréfica.
- La segunda: historia basal de enfermedad (o ausencia de ella), signos y sintomas
del nifio participante en los 3 Ultimos meses previos a la entrevista.
- La tercera: historia médica del participante.
- La cuarta: hallazgos del examen fisico realizado por el personal de campo.
- La quinta seccion: informacion sobre las muestras biologicas obtenidas.
El cuestionario del estudio primario aplicado a los familiares en los domicilios de
los participantes por el personal de campo buscd recopilar informacion
socioecondémica (Simple Poverty Score Card o escala simple de pobreza validado

para Per() y dietética o encuesta de seguridad alimentaria.
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b. Examen Fisico
El personal de campo realizé un breve examen fisico, en presencia de los padres o
algun otro familiar del nifio como testigo, en un area designada y debidamente
acondicionada dentro del aula el dia del enrolamiento, haciendo uso de un par de
guantes descartables de uso unico, que ademas incluia valoraciones de peso y talla
(se realizaron dos mediciones para cada participante).
c. Muestras bioldgicas

Los padres recibieron indicaciones precisas acerca de la recoleccion de muestras y
se les entrego el material donde colectarian las muestras de heces. Un trabajador de
campo era el encargado de recibir y rotular las muestras de heces de los nifios traidas
por los padres. La muestra de sangre (2.5 — 10 mL) fue obtenida en tubos sin
aditivos (tapa roja) y con EDTA (tapa morada) con capacidad para 6 mL, colectada
el dia del enrolamiento de los nifios participantes, mientras que las tres muestras de
heces seriadas fueron obtenidas en los dias posteriores y consecutivos al
enrolamiento. Si alguna muestra no era colectada se visitaba el domicilio del
participante durante las préximas 4 semanas para obtener las muestras faltantes. Las
muestras de heces se conservaron y transportaron a temperatura ambiente y fueron
procesadas luego de las primeras dos horas de su llegada al laboratorio con la prueba
de Kato Katz y sedimentacion rapida. Las muestras de sangre fueron colectadas en
escuelas y centros de cuidado diario por flebotomistas experimentados, fueron
rotuladas y transportadas con paquetes de hielo (ice packs) hasta el Laboratorio
Alexander von Humboldt — sede Cusco y procesadas dentro de las 2 horas de su

Ilegada al laboratorio, las pruebas como Fas2 — ELISA requirieron suero y paraello
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fueron centrifugadas y procesadas de acuerdo con los procedimientos detallados a

continuacion y en los anexos.

c.1. Procesamiento de muestras bioldgicas
Descripcion de procesos operativos estandar realizados en el estudio primario
(Anexo 4).
Hemograma Completo
Se proces6 20 pL de sangre a través de Citometria de flujo e impedancia, utilizando
el Analizador Hematol6gico Automético Mindray BC-5300. Este sistema usa
citometria de flujo fluorescente para conteo de células blancas y diferenciales,
glébulos rojos y plaquetas. Combina tecnologias de dispersion de laser
semiconductor y usa un reactivo sin cianuro para la medicion de la hemoglobina.
El recuento diferencial proporciona 27 parametros con diferenciacion completa de
los globulos blancos. Este sistema ofrece una sensibilidad del 83% y una
especificidad del 100% segun la descripcion del equipo.
Método de concentracion por sedimentacion rapida (técnica de Lumbreras).
Se procesaron 5 g de heces, usando el método cualitativo para concentrar huevos y
larvas de helmintos y se us6 microscopia para las lecturas. La sensibilidad descrita
en estudios previos de esta prueba para diferentes parasitos va de 68% — 95.5% (28).
Prueba de Kato Katz
Se procesaron 5 g de heces, usando el método cuantitativo para concentrar huevos
de helmintos y la microscopia para las lecturas. La sensibilidad descrita en estudios
previos para diferentes parasitos va de 41.7% —93.8% (28).

Anticuerpos IgG para Fasciola
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De las muestras de sangre se obtuvo suero sanguineo, de estas muestras 10 pL se
procesaron mediante la técnica ELISA para detectar anticuerpos 1gG Anti fasciola
(Fas2) del Ilaboratorio BIONOMA, no se realizaron modificaciones al
procedimiento establecido por el fabricante (Anexo 4, seccion 2.1). La fase sélida
de ELISA basada en pozos microtitrados cubiertos con antigenos de F. hepatica
adulta. Los especimenes diluidos (1/1500) y los controles son pipeteados en estos
pozos, los anticuerpos especificos para F. hepatica de especimenes positivos y los
controles son unidos para inmovilizar los antigenos. La Peroxidasa Horseradish
conjugada y anticuerpos anti- IgG son vaciados en los pozos para la formacion de
inmunocomplejos unidos a enzimas. La sensibilidad referida de esta prueba por los
estudios va del 95.3% al 96.7% Yy especificidad de 95.7% (26).
4.4.3.1 Estudios previos

Se realizaron estudios piloto en seis comunidades del distrito de Huancarani en la
provincia de Paucartambo (21), una de las trece provincias de la Regién Cusco. Se
obtuvieron muestras de heces de 223 nifios de 6 a 16 afios para diagndstico de F.
hepatica y otros helmintos por microscopia. Los nifios fueron considerados
infectados si se encontraban huevos del parasito en heces. La prevalencia de
fascioliasis fue del 10%, pero vari6 de 3% a 17% dependiendo de la comunidad. En
estos estudios se validd el cuestionario que seria utilizado posteriormente en el

estudio primario y del cual se obtuvieron los datos para el presente analisis.

- Entrenamiento del personal
Todo el personal que participd en el proyecto completé el Entrenamiento
Institucional Colaborativo, mddulos en Proteccion de humanos en Investigacion y

buenas practicas Clinicas (Collaborative Institutional Training Initiative modules
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on Human Subjects Research Protection and Good Clinical Practice). Fueron

entrenados ademas en buenas practicas de documentacion y primeros auxilios.

El personal de laboratorio fue entrenado en generalidades del proyecto,
procedimientos de bioseguridad y procedimientos de laboratorio estandar,
adicionalmente recibieron copias de manuales de procedimientos y operaciones
estdndar en Parasitologia, serologia’lhematologia, los mismos que quedaron en
fisico en cada area del Laboratorio del Instituto de Medicina Tropical Alexander
von Humboldt sede Cusco. Adicionalmente, los trabajadores de campo fueron

entrenados en toma de medidas antropomeétricas y transporte de muestras.

4.5 Variables de estudio
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4.5.1 Variable desenlace y co-variable principal

Variable Conceptualizacion Dimensiones Indicador Escala Categorias
Caracteristicas clinicas | Manifestacion de signos y sintomas como consecuencia de los | Sintomas Ficha de Nominal Si
de fascioliasis efectos agudos del parasito u otro agente infeccioso/parasitario recoleccion de No
en el organismo de los nifios. Signos y sintomas como dolor en | Signos datos
hipocondrio derecho, fatiga, cefalea, anorexia, ictericia,
diarrea, nausea / vomitos, falta de aire, silbido de pecho, tos,
nddulos subcutdneos fueron estudiados.
Caracteristicas Caracteristicas inherentes o adquiridas a la persona, sus Demogréfica Ficha de Nominal Si
Epidemiolégicas ocupaciones, determinantes sociales, econdmicas, factores recoleccién de No
asociados de riesgo a contraer 0 no una enfermedad, las Socioeconémica datos
condiciones en las que viven. considerado como el tiempo en Ordinales Politomica
el que los participantes resultaron positivos para F. hepatica Dietética Dicotémica
Caracteristicas Uso de pruebas de laboratorio para la determinacion de la Examenes de sangre Hemograma Cuantitativa De acuerdo
laboratoriales presencia o ausencia de huevos de F. hepatica en heces y de Fas2 - ELISA a valores normales
reactantes agudos de infeccion e inflamacion en sangre. Hierro Positivo
TGO /TGP Nominal Negativo
Examenes de heces Sedimentacion en | Nominal Positivo
placa Negativo
Kato Katz Cuantitativa
Negatividad para F. Ausencia de huevos de F. hepatica, o larvas de otros helmintos | Negatividad para Pruebas de Nominal Si
hepatica u otros 0 parasitos en los examenes de heces y que sean Fas2-ELISA parésitos laboratorio: No
parésitos negativos. Sedimentacion en
placa
Kato Katz
Fas2 - ELISA
Fascioliasis 0 Definicion de caso: Presencia de huevos de F. hepatica en Positividad para F. Pruebas de Nominal Sj
Positividad para F. alguno o cualquiera de los examenes de heces (sedimentacion hepatica laboratorio: No
hepatica en placa o Kato Katz), |n_d~epend|entemente del resultado de Sedimentacion en
Fas2-ELISA. Aquellos nifios que solo tengan resultado Fas2- placa
ELISA positivo en sangre no seran considerados como casos Kato Katz

positivos de F. hepatica.
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4.5.2 Tamafo de muestra y Potencia estadistica

4.5.2.1 Calculo de la Potencia Estadistica

Estudios previos realizados en Cusco, contaron con la participacion de estudiantes
por encima del 80% de la poblacién disponible, estos estudios ayudaron para la
estimacion de la potencia estadistica del estudio primario. Se tomo en cuenta que
existen 22 escuelas rurales primarias y secundarias para la estimacion de la potencia
estadistica. La presencia de estas escuelas en la zona de estudio permitié estimar
que la cantidad aproximada de nifios para el nimero de centros educativos seria de
5300 nifios. Asumiendo una participacion similar a la de estudios previos, este
namero permitiria el enrolamiento e inclusion de 3000 nifios en un lapso de 4 afios,
incluso si se tenian retiros del estudio o existia una baja participacion en él. Los
nifios fueron incluidos consecutivamente hasta llegar a la poblacién total esperada,
tamafos de muestras de grupos para analisis de sub-grupos fueron considerados en
los célculos. Considerando toda esta informacion se estimé una potencia estadistica

de 80%, misma que es usada para estudios epidemiolégicos.

Para el andlisis del estudio de tesis se incluyeron solo los casos de fascioliasis
crénica o con huevos de F. hepatica en heces y negativos a F. hepatica o cualquier
otro parasito en heces con Fas2 — ELISA (-). Siguiendo los criterios de inclusion
del estudio de tesis, se contd con un total de 909 casos. Se considero un analisis de
dos colas, un nivel alfa de 0.05 y una potencia estadistica de 80%.

5 Aspectos Eticos

El estudio primario uso consentimiento y asentimiento informado ademas que paso

los requerimientos solicitados por:
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El Cddigo de Regulaciones Federales de Estados Unidos aplicable a estudios
clinicos - U.S. Code of Federal Regulations applicable to clinical studies (45 CFR
46).

Entrenamiento en Proteccion de sujetos humanos completa (Completion of Human
Subjects Protection Training).

Directiva N° 003-INS/OGITT-VO0.1 del Instituto Nacional de Salud, Ministerio de
Salud del Pera.

Comité de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Documentacion

adjunta en anexos, aprobacion en fecha 09/12/14 Constancia 256 — 040 -14.

Para participar en el estudio primario se requirio que los padres o apoderados de los
nifios hayan leido y comprendido los formatos de consentimiento y asentimiento
informado (Anexo 3). Debido a que el quechua es un idioma predominante entre la
poblacién de la zona, éste fue utilizado para brindar informacion por las
trabajadoras de campo en los casos que lo requerian. El consentimiento informado
era leido a los candidatos que no pudieron leer por si mismos. Se entregaron copias

a cada sujeto que firmo el consentimiento informado.

Aspectos Eticos del estudio de tesis:

Este es un analisis secundario de datos, por lo que no se tuvo contacto alguno con
los participantes. Los posibles riesgos para los sujetos del analisis fueron minimos,
y relacionados sobre todo a una brecha en la confidencialidad. Sin embargo, toda la
informacidn fue tratada con estricta privacidad. No se tuvo acceso a informacion

que permitiera la identificacion directa del sujeto participante. A cada sujeto se le
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asigno un cadigo Unico de estudio, finalmente al ser un estudio de analisis de datos
no existio riesgo adicional para los participantes.
Este protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de la UPCH (CIE-UPCH) y se
registro en el Sistema Descentralizado de Informacion y Seguimiento a la
Investigacion (SIDISI) con el N° 65085 — Direccion Universitaria de Investigacion,
Ciencia y Tecnologia (DUICT).

Procesamiento y analisis estadistico
Se us6 el programa estadistico STATA v15.0 (StataCorp. Stata Statistical Software:
Release 15. College Station, TX, USA).
Primero, se usaron frecuencias para describir la distribucién de las variables, para
las variables discretas y promedios (+ desviacion estandar) y medianas (rango
intercuartil) para las variables continuas, segun corresponda.
Se compararon las diversas caracteristicas clinicas y laboratoriales presentadas por
los nifios con fascioliasis crénica con los nifios que no presentaron ningdn tipo de
parasitosis. Se realiz6 el andlisis Chi cuadrado de los sintomas y se seleccionaron
aquellos que fueron significativamente méas frecuentes entre los nifios con
fascioliasis crénica para el analisis de regresion logistica.
En el andlisis de las pruebas de laboratorio, se obtuvieron primero las medianas y
desviaciones estandar entre los nifios con y sin fascioliasis cronica para luego
compararlas y analizarlas con la curva ROC, analisis que proporciono los puntos de
corte 6ptimos entre estas pruebas. Estos puntos de corte sirvieron para categorizar
y realizar el analisis de Chi cuadrado de las distintas variables laboratoriales y
parametros hematoldgicos, comparando asi los casos de nifios con fascioliasis

cronica versus los casos de nifios negativos y asi seleccionar aquellas significativas
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(con p<0.05) para los modelos multivariados. Se valoraron los resultados de
sensibilidad, especificidad y las areas debajo de la curva para determinar las pruebas
de laboratorio que entrarian en los modelos de analisis finales.

Los valores de hemoglobina fueron ajustados y corregidos para altura, a partir de
los 1000 metros sobre el nivel del mar, usando las férmulas propuestas por el Centro
de control y prevencion de Enfermedades (CDC) de Atlanta y la OMS.
Posteriormente, con las combinaciones de hallazgos clinicos que resultaron
significativamente mas frecuentes en los casos de fascioliasis crénica se crearon
diversos modelos que fueron analizadas con la prueba exacta de Fisher y evaluadas
con la curva ROC determinando la mejor combinacidn para elegir el modelo final,
que permitiria identificar fascioliasis en la comunidad. Se estimé un intervalo de
confianza del 95%, combinaciones de todas las asociaciones significativas
marginales (p<0.05) del analisis bivariado y regresion logistica multivariada.
Finalmente, se cred un score (0 puntuacion por su traduccion en espafiol) que reunié
todos los hallazgos clinicos importantes obtenidos mediante los analisis descritos,
con las variables significativas que entraron en los modelos finales y se les asigno
puntajes usando el coeficiente p.

El coeficiente B fue obtenido usando la funcion logit, OR, este coeficiente fue
dividido con el valor de referencia obtenido de cada una de las variables, mismo
que pudo ser distinto para algunas variables. Todos los coeficientes B fueron
finalmente multiplicados por una constante (*100) con la finalidad de obtener

valores de puntajes cercanos a la unidad.

Se cred un score de los siguientes modelos multivariados:
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Score 1: Dolor hipocondrio derecho + Fatiga + Eosin6filos > 2.45 %

Score 2: Dolor hipocondrio derecho + Fatiga + Eosinofilos > 2.45 % + Leucocitos
<8.48 %

Score 3: Dolor hipocondrio derecho + Fatiga + Eosinofilos > 2.45 % + Leucocitos
< 8.48 % + Hemoglobina corregida < 14.11g/dL

Score 4: Dolor hipocondrio derecho + Fatiga + Eosinofilos > 2.45 % +
Hemoglobina corregida < 14.11g/dL + Hematocrito > 44.15%

Score 5: Dolor hipocondrio derecho + Fatiga + Eosinofilos > 2.45 % + Hematocrito
> 44.15%

Score 6: Dolor hipocondrio derecho + Eosinéfilos > 2.45 % + Hematocrito >
44.15%

Score 7: Dolor hipocondrio derecho + Fatiga + Eosinofilos > 2.45 % + Plaquetas >
235.50x10%/mm?3,

Como prueba de bondad de ajuste se utilizd el Criterio de informacion Akaike
(AIC) y Bayesiano (BIC) para comparar todos los modelos propuestos,
adicionalmente se realizaron curvas ROC a estos anélisis.

En estos modelos, con las variables cuya sensibilidad y especificidad fueron iguales
0 superiores al 80% se usé el coeficiente B para la ponderacion. Se usé esta
informacién y basada en los datos obtenidos se construyd el Score final y se
procedio a la ponderacion de los eventos observados.

El score propuesto es una herramienta que permitiria aumentar la certeza en el
diagndstico de fascioliasis cronica tomando en cuenta los hallazgos clinicos en los

cuales basa su ponderacion.
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En el score final, se asignd el puntaje de 1 0 2 a las variables que se encontraron en
los modelos que presentaron los mejores puntajes de AIC. Se valoraron también los
resultados obtenidos en la curva ROC (sensibilidad, especificidad y area bajo la
curva), plausibilidad biolégica y los antecedentes reportados en la bibliografia
revisada.

Aquellas variables que resultaron estadisticamente significativas en los analisis
pero que al ser combinadas en los diferentes modelos no tenian una equiparable
sensibilidad y especificidad o area bajo la curva, fueron asignadas con menor
puntaje (0.5) dentro del score propuesto.

Este puntaje fue asignado para las variables cuyos modelos no tuvieron los mejores
resultados de sensibilidad y especificidad y cuyas variables podrian también
encontrarse en otras patologias o podrian alterarse por otras circunstancias o
patologias concomitantes, por ello se aproximaron a 0.50 (por ejemplo:
hemoglobina corregida, leucocitos). Estas variables fueron incluidas a pesar que al
obtener el valor usando el coeficiente B su peso fue menor dentro del modelo. dado
que, al usar los puntos de corte éptimo su presencia fue estadisticamente
significativa,

Finalmente, se asignaron valores a las variables incluidas en el score final que
mostraban una alta sensibilidad y especificidad para la deteccidn de F. hepatica en
la comunidad, se identificd el punto de corte de 4 puntos con el cual se tiene

sospecha de la presencia de fasciola cronica en los nifios.
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V. RESULTADOS

En el estudio primario, se enrolaron 3000 nifios de 3 a 16 afios, 50.2% (n=1505)
fueron de sexo femenino, y la edad promedio fue 9.7 afios + 3.6 afios. La
prevalencia global de F. hepatica fue de 8.8% (265/3000), esta prevalencia
incluyd todos los casos detectados de fascioliasis, casos cronicos y aquellos

positivos a la prueba de Fas2-ELISA (Tabla 1, figura 1-2).

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion de estudio*

. Poblacion total Poblacion de Estudio
Caracteristicas

n (%) de tesis n (%)
Prevalencia de F. hepatica
F. hepatica en heces 163/3000 (5.4) 162/909 (17.8)
F. hepatica en heces & Fas2 (+)  265/3000 (8.8) -
Solo Fas2 (+) 220/3000 (7.3) -
Ningun parasito 787/3000 (26.2)
Con Fas2 (+) 40 (5.1) -
Con Fas2 (-) 747 (94.9) 747/909 (82.2)
Edad
Edad (afios promedio + SD) 9.7+3.6 9.6+3.6
IQR# 6.8-12.3 6.8-12.4
Sexo
Femenino 1505/3000 (50.2) 473/909 (52.0)
Masculino 1495/3000 (49.8) 436/909 (48.0)
Distrito
Ancahuasi 1150/3000 (38.4) 376/909 (41.4)
Anta 1537/3000 (51.2) 464/909 (51.0)
Zurite 313/3000 (10.4) 69/909 (7.6)
Historia de enfermedad diarreica o respiratoria*
Ultimos 12 meses Si 484/2955 (16.4) 189/902 (21.0)
No 2471/2955 (83.6) 713/902 (79.0)
Tratamientos recibidos*
Anemia Si 175/2885 (6.1) 51/889 (5.7)
No 2710/2885 (93.9) 838/889 (94.3)
Desnutricion Si 111/2885 (3.8) 35/889 (3.9)
No 2774/2885 (96.2) 854/889 (96.1)
Parésitos Si 392/2885 (13.6) 113/889 (12.7)
No 2493/2885 (86.4) 776/889 (87.3)

* Existen datos faltantes por los padres que no respondieron esta pregunta
t Rango interquartil
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Figura 1. Prevalencia de F. hepatica en
estudio primario

= Fasciola crénica u Fasciola cronica + FAS2ELISA(+)
® Solo FAS2ELISA (+) ®Sin Fasciola

Figura 2. Prevalencia de F. hepatica en
estudio de tesis

@ Fasciola cronica u Sin Fasciola

Para el estudio de tesis se encontraron los siguientes resultados:

Se excluyeron 83 participantes que no cumplieron los criterios de inclusion o
no tenian suficientes muestras de heces (28 nifios no tenian muestras de heces
completas, 55 nifios no contaban con informacion referente a sus sintomas y /o
informacion demogréafica). Algun otro parésito gastrointestinal fue
diagnosticado en 1978 nifios y estos casos fueron excluidos para evitar
confusion con los sintomas que otros parésitos podrian generar (Figura 3).
También se excluyé a 30 participantes cuyos examenes de heces no mostraron
quistes, huevos o larvas de otros parasitos gastrointestinales, pero que tuvieron

un resultado positivo para Fas2-ELISA (Figura 3). Estos participantes fueron
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excluidos para mejorar la precision de este estudio, dado que la prueba Fas2-
ELISA puede detectar casos agudos o de reciente inicio, o aquellos casos de

fascioliasis cronica ya resuelta.

Figura 3. Diagrama de flujo de la Poblacion de estudio

Pi* N=3000 Nifios de 3 1978 C . it
-83 Muestraso - a 16 afios de escuelas » . Oon otros parasitos

datos incompletos de los distritos de
Anta [ -30 Negativos a parasitos ]

con Fas2-ELISA (+)

[ Pf** N =909 ]
Nifios positivos Nifios negativos para: F.
paraF. hepatica? hepatica, otros pardsitos
n=162 con Fas2-ELISA (-) n=747
* Pi = Poblacion inicial ** pf = Poblacidn final

# Nifios positivos a F. hepatica definido como fascioliasis crénica o presencia de huevos en heces.
La poblacion final para el estudio de tesis fue de 909 nifios (Tabla 2), de éstos
162 (17.8%) fueron clasificados como nifios con fascioliasis cronica y 747
(82.2%.) fueron clasificados como nifios negativos a cualquier parasito con
Fas2 -ELISA (-).
El 48% de toda la poblacién de estudio fueron de sexo masculino (Figura 4) y
el promedio de edad de todos los nifios incluidos fue de 9.6 afios (+3.6).
La proporcion del sexo femenino en la poblacion con fascioliasis crénica fue
levemente menor frente a los casos negativos (50.6% vs. 52.3%

respectivamente, p=0.690).
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Tabla 2. Caracteristicas Poblacién de estudio N= 909

F. hepatica
Caracteristicas Fasciolasis Negativos P
crénica n (%) n (%)
Edad en afios (Media + SD) 10.6 £3.2 99+35
3 a6 afios 25/162 (15.4)  174/747 (23.3) 0.082
7 a1l afios 81/162 (50.0)  350/747 (46.8) '
12 a 16 afos 56/162 (34.6)  223/747 (29.9)
Sexo
Femenino 82/162 (50.6)  391/747 (52.3) 0.690
Masculino 80/162 (49.4)  356/747 (47.7) '
Distrito
Ancahuasi 741162 (45.7)  302/747 (40.5)
Anta 76/162 (46.9)  388/747 (51.9)  0.459
Zurite 12/162 (7.4) 57/747 (7.6)
Historia de enfermedad diarreica o respiratoria*
Ultimos 12 meses (189/902)  Si 19/160 (11.9)  170/742 (22.9) 0.002
No 141/160(88.1) 572/742 (77.1) '
Tratamientos recibidos*
Anemia (51/889) Si 13/159 (8.2) 38/730 (5.2) 0.311
No 146/159 (91.8) 692/730 (94.8) '
Desnutricion (35/889) Si 11/159 (6.9) 24/730 (3.3) 0.093
No 148/159 (93.1) 706/730 (96.7) '
Parésitos (113/889)  Si 29/159 (18.2) 84/730 (11.5) 0.063
No 130/159 (81.8) 646/730 (88.5) '

* Existen datos faltantes por los padres que no respondieron esta pregunta

Figura 4. Distribucién por sexo en nifios
con y sin Fasciola
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La edad promedio de los nifios con fascioliasis cronica fue ligeramente mayor
que la edad promedio de los nifios del grupo de casos negativos (10.6 +3.2 vs.
9.9 £ 3.5 afios respectivamente), pero la diferencia no fue estadisticamente
significativa (p=0.082).

Al comparar la prevalencia de fascioliasis cronica por grupos etarios (Figura 5)
en la poblacién de nifios del estudio de tesis la mayor prevalencia se presento

en el grupo etario de 7 a 11 afios (50%).

Figura 5. Grupos etareos poblacion de estudio de

tesis
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los nifios
con y sin F. hepatica cuando se analizo la edad o el distrito (Figura 6, 7) del
cual provenian (p=0.459). Todos los distritos estudiados presentaron casos de

fascioliasis crénica.
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Figura 6. Distrito de procedencia estudio primario
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Figura 7. Distrito de procedencia estudio de
tesis

Los nifios con fascioliasis crénica tuvieron mayor probabilidad de presentar
antecedente de enfermedad diarreica o respiratoria en los Gltimos 12 meses que
los nifios que resultaron negativos (p=0.002). Adicionalmente, los nifios con
fascioliasis cronica recibieron tratamiento para desnutricion (p=0.093), anemia
(p=0.311) y parasitos (p=0.063), en mayor proporcion que los nifios negativos
a cualquier parasito, pero estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas (Figura 8, 9).
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Figura 8. Tratamientos recibidos en el estudio
primario
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Al evaluar la frecuencia de los sintomas (Tabla 3), los mas reportados entre los
nifios con fascioliasis cronica fueron cefalea (n=90; 55.6%), dolor en hipocondrio
derecho (n=76; 46.9%), y tos (n=75; 46.3%). Mientras que los nifios que fueron
negativos a cualquier parésito reportaron cefalea (n=349; 46.7%), tos (n=318;

42.6%), y fiebre (n=298; 39.9%).
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Tabla 3. Sintomas reportados en los tltimos 3 meses N= 909

Caracteristicas — .F' he,pc'_;ltica .
Clinicas Total Fascioliasis cronica Negativos p
n=162 (%) n=747 (%)

N L e
s N iy n@e  wmeess 00
Ictericia ls\llo 89;15((1805.37)) 13320((1896?2)) 625 813)7) <0.001
T A e L S
5, @D D09 o
o3, BED D G0 g
Wy BED med g o
swsosman 5 B0 BEI ALY o
Falta de aire ls\llo 82451 8502)) 14113 803)7) 7?3 8602)) 0.005
e %, @D w@o 9@ o
o %, 20000 T80 @D o
o %, IS F@O - 10E
saaes 3, 3009 0009 12077 o
Nodulos SC* Zlo 822 879)1) 1:8((25?5) 755 879)1) 0.742
Rash ls\llo ;gi 823; 12393((1872.?1)) (1522 gii; 0538
Prurito illo ;gi g;g; 13239((2705.2) égg ggg 0.268
Edema illo 8?1;1 gsO?» 1411;1 ngﬁ) 63(7) 2837;,) 0-380
e

*Nodulos SC = Nodulos sub cutaneos
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En el analisis de Chi cuadrado, sintomas como la cefalea, ictericia, fatiga y/o
astenia, anorexia, silbido de pecho, falta de aire, diarrea, dolor en hipocondrio
derecho, nauseas y vomitos, fueron significativamente mas frecuentes entre los
nifios con fascioliasis cronica que entre los casos negativos, todos estos sintomas

fueron seleccionados para el andlisis de regresion logistica (Figura 10).

Fig. 10. Caracteristicas clinicas nifios con y sin Fasciola
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Al realizar la regresion logistica de los sintomas mencionados, y con la prueba
exacta de Fisher, se encontrd que el dolor abdominal en hipocondrio derecho
(p<0.001) y la fatiga (p<0.009) mostraron relacion con la presencia de fascioliasis
cronica en los niflos en la comunidad. Estos dos sintomas fueron incluidos
posteriormente en el modelo final probado. No se encontraron otras asociaciones
importantes con el resto de los sintomas.

La prevalencia total de anemia en la poblacion estudiada fue de 7.9%. La anemia
fue levemente menor entre los casos de fascioliasis crénica que entre los casos

negativos (7.4% vs. 7.9%; p=0.819), tabla 4.
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Tabla 4. Anemia en la poblacion de estudio N = 905*

F. hepatica
Anemia Total Fascioliasis cronica  Negativos p
n=162 (%) n=743 (%)
Si 71 (7.9) 12 (7.4) 59(7.9) a1
No 834 (91.2) 150 (92.6) 684 (92.1)

* Algunos valores fueron indetectables

El valor promedio de hemoglobina fue levemente mayor entre los casos de
fascioliasis cronica (15.3 g/dL £1.1) que entre los casos negativos (15.1 g/dL +1.1),
permaneciendo esta diferencia luego de ajustar los valores de hemoglobina usando
las formulas de la CDC, obteniendo también valores levemente mayores de la
hemoglobina corregida entre los casos de fascioliasis crénica (13 g/dL £1.1) que
entre los casos negativos (12.7 g/dL +1.5). Los resultados de las pruebas de
laboratorio se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de pruebas de laboratorio en sangre N= 909

F. hepatica Curva ROC
Fasciolasis Negativos
Prueba cronica n=162 n=747 Punto de Sen Esp AUC
Media + SD Media£SD  ¢orte 6ptimo
Hemograma
Hematocrito % 445+3.2 44.1+33 44,15 0.57 052 0.55
Hemoglobina g/dL 153 £1.1 151 +1.1 16.45 0.16 091 0.54
Hemoglobina corregida g/dL 13.0+1.1 127+15 14.11 0.16 091 054
Globulos rojos 10%/mm® 51+03 51+0.3 5.14 047 0.60 053
Leucocitos % 74+19 7.2+1.9 8.48 0.30 0.70 0.54
Neutrofilos % 52.7+105 52.6+9.4 57.65 0.34 071 0.53
Eosindfilos % 50+3.8 3.0+22 2.45 0.84 052 0.68
Monocitos % 31+1.4 3.2+15 4.05 0.20 0.80 0.50
Linfocitos % 28+0.7 29+0.8 2.04 0.88 0.14 0.51
Basofilos % 0.3+0.2 0.3+£0.2 0.35 0.44 0.62 0.53
Plaguetas (PLT) 10¥/mm® 340+65.2 342 +73.0 235.5 1.00 0.05 0.53
Plaquetocrito (PCT) % 03+0.4 0.3+05 0.22 0.97 0.07 0.52

Bioquimica sanguinea

TGO U/L 28.3+44.6 25874 47.5 0.02 099 0.51
TGP U/L 214+78.1 15.4+6.8 12.5 0.72 0.32 0.52
Hierro ug/dL 87.8+28.1 84.4+34.9 82.45 0.60 0.51 0.56

Leyenda: SD = Desviacién estandar; Sen= Sensibilidad; Esp= Especificidad; AUC= Area bajo la curva
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En el andlisis de las pruebas de laboratorio con curva ROC, se encontrd que la
eosinofilia en los casos de fascioliasis cronica tenia una sensibilidad de 84%. A
pesar de que los valores de los linfocitos y plaquetas mostraron sensibilidades de
88% y 100% respectivamente, al evaluar su especificidad mostraron una tendencia
diferente (14% y 5% respectivamente), situacion similar ocurrié con la medicion
del plaguetocrito, sensibilidad de 97% vy especificidad de 7% (Tabla 5).

En el analisis de Chi cuadrado de las pruebas de laboratorio, se encontré que el
hematocrito (p=0.038), hemoglobina (p=0.008), hemoglobina corregida
(p=0.004), leucocitos (p=0.0043), eosindfilos (p=0.001), y plagquetas (p=0.003)
presentaron valores incrementados en los casos de fascioliasis crénica frente a los
casos negativos (Tabla 6). Los valores sanguineos de hierro no demostraron

diferencias significativas al compararlos entre ambos grupos.
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Tabla 6. Pruebas de laboratorio en sangre N= 909*

F. hepatica
Prueba / Punto de corte Fasciolasis .
. . o Negativos p
optimo referencial cronica n (%)
n (%)
Hemograma
Hematocrito %
<4415 70/162 (43.2)  390/747 (52.2) 0.038
>44.15 92/162 (56.8)  357/747 (47.8)
Hemoglobina g/dL
< 16.45 136/162 (84.0)  679/747 (90.9) 0.008
>16.45 26/162 (16.0) 68/747 (9.1) '
Hemoglobina corregida g/dL
<14.11 136/162 (84.0) 679/743 (91.4) 0.004
>14.11 26/162 (16.0) 64/743 (8.6) '
Leucocitos %
< 8.48 113/161(70.2)  577/743(17.7) 140
> 8.48 48/161 (29.8)  166/743 (22.3) '
Eosindfilos %
<245 25/161 (15.5)  386/743 (52.0) <0.001
>2.45 136/161 (84.5) 357/743 (48.0) '
Plaquetas (PLT) 10%/mm?®
< 235.50 - 40/747 (5.4) 0.003
>235.50 162/162 (100)  707/747 (94.6) '
Bioquimica sanguinea
Hierro pg/dL
< 82.45 64/162 (39.5)  278/747 (37.2) 0.585
> 82.45 98/162 (60.5)  469/747 (62.8) '

*Algunos valores fueron considerados indetectables

Las posibles combinaciones de los hallazgos clinicos en los modelos finales
analizados se presentan en la Tabla 7, se consideraron como mejores modelos
aquellos que presentaban menor cantidad de variables y con resultados de

sensibilidad, especificidad y AUC altos.
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Tabla 7. Modelos propuestos para deteccion de F. hepatica en la comunidad N= 909*

Fasciola Fisher’s Curva ROC
Modelos Fasciolasis Negativos exact test Sen Es AUC
cronica  n (%) n (%) P
Scorel
Eosinofilia + Fatiga + DHD Presente 29 (85.3) 23(8.0)
Ausente 5 (14.7) 265(92.0) <0.001 08 092 089

Score2
Eosinofilia + Leucocitos + Presente 8(57.1) 6(42.9)
Fatiga + DHD Ausente 4(2.0) 198 (98.0) <0.001 067 097 082
Score3
Eosinofilia + Leucocitos + Hb  Presente 1 (100) -

. . .027 .67 .97 .82
corregida + Fatiga + DHD Ausente 4(2.2) 181 (97.8) 00 06 09 08
Score4
Eosinofilia + HCT + Hb Presente - 1 (100)

. . .894 - . .
corregida + Fatiga + DHD Ausente 2(17) 112 (98.3) 089 05 0-50
Score5
Eosinofilia + HCT + Fatiga +  Presente 2(1.4) 137 (98.6)

DHD Ausente 16 (57.1) 12 (42.8) <0.001 089 0.92 0-90
Score6
Eosinofilia + HCT + DHD Presente 33 (50.8) 32 (49.2)

Ausente 3(19) 156 (98.1) <0.001 092 0.83 0.87
Score7
Eosinofilia + PLT + Fatiga +  Presente 29 (58.0) 21 (42.0)
DHD Ausente - 14 (100) <0.001 100 040 0-70

Leyenda: DHD = Dolor hipocondrio derecho, Eosinofilia >2.45 %, Leucocitos < 8.48%, Hb corregida = Hemoglobina

corregida < 14.11g/dL, HCT= Hematocrito > 44.15%, PLT=Plaquetas > 235.50x10%/mm?, Sen=Sensibilidad,
Esp=Especificidad, AUC= Area bajo la curva

El modelo del Score 1, creado con la menor cantidad de variables laboratoriales
(eosinofilia), mostré una sensibilidad y una especificidad alta para distinguir los
casos de F. hepatica en nifios en la comunidad.

El modelo del Score 5 que combina otra variable laboratorial (hematocrito >
44.15%) mostré una sensibilidad del 89% para distinguir los casos positivos a F.
hepatica.

Mientras que el modelo del Score 6 al conjugar solo una variable clinica con dos
variables laboratoriales, mostrd sensibilidad del 92% para identificar casos de
fascioliasis crénica entre los nifios.

Posteriormente, al realizar las pruebas de bondad de ajuste también se realizaron
nuevas curvas ROC, y los scores 3 y 4 (Tabla 8) demostraron tener la mejor
combinacion de variables y los mejores valores de AIC y BIC, asi como las mejores

areas debajo de la curva al evaluar y comparar los modelos propuestos (Tabla 8).
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Tabla 8. Pruebas de bondad de ajuste en los modelos propuestos para
deteccion de F. hepatica

Curva ROC

Modelos propuestos AlIC BIC AUC
Scorel
Eosinofilia + Fatiga + DHD 192.77 200.31 77.0
Score?2
Eosinofilia + Leucocitos + Fatiga + 73.41 80.16 776
DHD
Score3
Eosinofilia + Leucocitos + Hb

i i 7. .61 .

corregida + Fatiga + DHD 00 66 98.9
Score4
Eosinofilia + HCT + Hb corregida +
Fatiga + DHD 32.57 38.52 82.6
Scoreb
Eosinofilia + HCT + Fatiga + DHD 100.02 106.25 77.9
Scoreb
Eosinofilia + HCT + DHD 196.19 203.01 74.4
Score7
Eosinofilia + PLT + Fatiga + DHD 49.11 50.66 79.0

Leyenda: DHD = Dolor hipocondrio derecho, Eosinofilia >2.45 %, Leucocitos <
8.48%, Hb corregida = Hemoglobina corregida < 14.11g/dL, HCT=

Hematocrito > 44.15%, PLT=Plaquetas > 235.50x10*/mm?, Sen=Sensibilidad,
Esp=Especificidad, IC = Intervalo de Confianza, AUC= Area bajo la curva

Estos anélisis permitieron determinar la ponderacion de los eventos observados

(Tabla 9) y asi brindar una mayor sensibilidad para una adecuada determinacion de

casos positivos de F. hepatica en nifios de la comunidad.
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Tabla 9. Score propuesto para deteccion de F. hepatica
Caracteristica clinica o laboratorial Valor Coeficiente B Puntaje

Fatiga 2.13  0.029*100 1
Dolor en hipocondrio derecho 2.71  0.029*100 1
Hematocrito >44.15 % 156 0.029*100 0.5
Hemoglobina corregida < 14.11 g/dL 1.88  0.025*100 0.5
Leucocitos < 8.48 % 1.66  0.025*100 0.5v
Eosin6filos >2.45 % # 6.06  0.029*100 2
Plaquetas > 235.5 x 10*/mm° 1.00  0.025*100 0.5
Puntuacién:

> 4 considerar presencia de F. hepatica
< 3.5 considerar otras patologias / parasitosis

1 La presencia de eosinofilia es requerida para que el score pueda ser aplicable

V Estas variables entraron en los modelos principales pero se tomaron en cuenta

otros antecedentes por ello se aproximarona 0.5

* Se uso la constante 100 para evitar valores elevados para el puntaje
La presencia de eosinofilia es un requisito para el uso de este score, lo cual va acorde
con la bibliografia existente sobre F. hepatica.
El scorel cuyas variables incluian la cantidad minima de variables como son:
eosinofilia, dolor en hipocondrio derecho y fatiga (= 4 puntos) tiene un AUC: 0.77
para la deteccidn de los casos con fascioliasis cronica.
El score3 consigue 5 puntos y muestra un AUC de 98.9% y el modelo que incluyé
variables como eosinofilia, hemoglobina corregida, hematocrito alterado, dolor en
hipocondrio derecho y fatiga consigue también 5 puntos en el score propuesto,
teniendo un AUC de 82.6%.
Para estas ponderaciones se tomo en consideracion que el valor del hematocrito
puede variar por factores externos a la infeccion por F. hepatica

(hemoconcentracion, altura, etc.), por esta razén se le asignd menor puntaje al

hematocrito en el score general.
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V1. DISCUSION

Este estudio de tesis determind, que la combinacion de hallazgos clinicos que
incluyen minimamente el dolor abdominal en hipocondrio derecho, fatiga y
eosinofilia (> 2.45%), estuvieron presentes en los casos de fascioliasis cronica de
los nifios de la comunidad, con una alta sensibilidad y especificidad, permitiendo
asi su identificacion mediante el uso del score propuesto en zonas endémicas.

Una vez validado el score desarrollado en el presente estudio de tesis, permitiria
crear una herramienta basica para la sospecha y posterior diagnostico de fascioliasis
en la comunidad. El uso de pruebas laboratoriales basicas, que pueden realizarse en
los centros de salud de menor complejidad de nuestro pais permite la factibilidad
de la validacién propuesta. No hay reportes de otros scores clinicos — laboratoriales
creados con esta finalidad.

Se han realizado pocos estudios sobre fascioliasis cronica basados en la comunidad,
la mayoria de los estudios son reportes de casos de pacientes hospitalizados o el
reporte de sus complicaciones (Marcos L, et al.,, 2002). Este estudio provee
informacion sobre el hallazgo del pardsito en la comunidad permitiendo la
recoleccion de informacion y descripcion de sintomas que habitualmente serian
observables en un entorno hospitalario.

La prevalencia global hallada demostro ser semejante a otros estudios (Esteban JG,
et al. 1999) realizados en zonas altoandinas y en las que se las catalogé como zonas
meso o hiper endemicas. Segun los grupos analizados para este estudio casi 2 de
cada 10 nifios presentaba fascioliasis cronica, siendo esta prevalencia semejante a

otras descritas en el altiplano boliviano (Parkinson M, et al, 2007) donde se han
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descrito prevalencias de 10 a 20%; sin embargo, se reporta regiones en las que su
variacion es tan amplia que va desde 3% a 68%.

En el presente estudio la prevalencia de la fascioliasis crénica solo tuvo una leve
diferenciacion entre los distritos de una misma provincia considerada meso o
hiperendémica; aunque otros estudios describen como una caracteristica
epidemioldgica de fascioliasis el reflejar una irregular distribucion en una misma
area geografica, en la que sus prevalencias pueden variar ampliamente (Silva AEP,
et al., 2020).

Se encontraron prevalencias semejantes respecto al sexo para ambos grupos, el de
fascioliasis cronica y el de nifios negativos, siendo las diferencias minimas y no
estadisticamente significativas (sexo femenino 50.6% vs. 52.3%; p= 0.690); otros
estudios como el de Lopez M. et al. (2012) y el de EI-Sahn F, et al. (1995), este
ultimo realizado en otra area geografica, encontraron mayor prevalencia en el sexo
femenino mismo que ha sido soportado también por diversas cohortes con mayor
cantidad de pacientes pero que discrepa con el hallazgo de este estudio.

Respecto a la edad, en el presente estudio a semejanza de los resultados encontrados
por otros grupos de investigacién como Esteban et al. (1997), quienes refieren un
pico de prevalencia en el grupo etario de 9 a 11 afios, se hallé mayor prevalencia de
fascioliasis cronica en el grupo etario de 7 a 11 afios n=81/162 (50%), aunque
tampoco representa una diferencia significativa y no podemos aportar informacion
respecto a grupos etarios de adultos dado que este estudio se enfoco en nifios de la
comunidad de 3 a 16 afios. Sin embargo, esta descrito que los adultos tienen una
disminucion en prevalencia de fascioliasis debido a que podrian continuar

albergando las fasciolas adquiridas durante la juventud y estas pasan a estadios
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cronicos, o0 son la consecuencia reciente de habitar una zona de alto riesgo de
infeccion.

Seria esperable que los tratamientos antiparasitarios recibidos por los nifios hicieran
diferencia entre los grupos positivos y negativos para fascioliasis, evento que no
sigue esta tendencia. Sin embargo, es importante mencionar que el Unico
tratamiento recomendado por la OMS para fascioliasis es el Triclabendazol,
medicamento poco accesible y que no estd disponible a manera de venta libre.
Morales et al, (2021) refieren que la cura parasitoldgica luego del primer
tratamiento llega solo al 55% de los afectados y va decreciendo posteriormente,
llegando a un 11.6% (n=17) de nifios con fascioliasis que no llega a conseguir la
cura parasitologica luego de 4 tratamientos.

Este estudio no encontré asociacion significativa de los nifios con fascioliasis
cronica con anemia, lo cual discrepa con estudios como el de Lopez M. et al. (2012)
gue mencionan su asociacion e importancia como parte de la carga de enfermedad
que produce F. hepatica en la poblacion infantil, ademas de la relevancia que
cobran algunos de los sintomas descritos y también analizados en este estudio como
la pérdida de peso, mismo que no fue estadisticamente significativo ni de mayor
relevancia para ser considerado a entrar en los modelos planteados por este estudio.
Sobre las presentaciones clinicas, este estudio se enfocd en la presentacion de
huevos de F. hepatica en heces o fascioliasis cronica, debido a que pocos sintomas
son descritos habitualmente o mencionados en lo que se considera la fase aguda de
la fascioliasis, mismos que no son motivo de investigacion del presente estudio, y

requieren un analisis particular. De otro lado, es importante mencionar que a pesar
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de ser una parasitosis comun la presentacion clinica de F. hepatica es generalmente
subclinica.

Estos resultados permiten analizar la fascioliasis desde el punto de vista clinico,
respecto de los casos cronicos y coincidir con otros estudios que resaltaron en la
presencia de sintomas algunos como el dolor en hipocondrio derecho, como uno de
los sintomas persistentemente presentes en la infeccion, aquellos que describieron
la sintomatologia coinciden con mencionar como parte de sus hallazgos principales
los referentes a los valores obtenidos de eosinofilos y hematocrito (Marcos Luis A,
et al., 2005).

Desde su creacion, el uso de la prueba de Fas2-ELISA aportd una gran sensibilidad
en la deteccion de casos de fascioliasis (Espinoza JR, et al. 2007); a pesar de ello,
la tecnologia necesaria para realizar esta prueba es solo accesible en algunas
ciudades y no resulta costo-efectiva. Por ello, el uso de esta prueba que cuenta con
bastante sensibilidad y especificidad (26-29) ha sido relegada y no es de uso
habitual en las zonas hiperendémicas, que son también generalmente las zonas méas
pobres 0 menos favorecidas.

Los valores de hematocrito, hemoglobina corregida, eosinofilia, leucocitos y
plaquetas sugeridos en el score propuesto pueden ser facilmente obtenidos en un
hemograma completo en cualquier centro de salud de baja complejidad. Esta
propuesta apunta a usar los recursos disponibles entre las poblaciones que viven en
mayor pobreza dado que es donde fascioliasis tiene altas tasas de incidencia.

El score propuesto incluye sintomas como fatiga, dolor en hipocondrio derecho y
parametros laboratoriales alterados, representan variables que ademas tienen

plausibilidad biologica por la ubicacion habitual del parasito en el cuerpo humano
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y las consecuencias del proceso inflamatorio crénico que su migracion conlleva.
Los parametros laboratoriales especialmente la alteracion en los valores de
eosinofilos han sido descritos como hallazgo habitual entre los pacientes con
fascioliasis en la literatura existente (Marcos L., et al, 2002), asi mismo estas
alteraciones son consideradas de importancia por los expertos en el tema.

La validacion de este score ayudaria a propagar su uso en zonas endémicas y
facilitar la sospecha clinica en F. hepatica, esto con la finalidad de usarlo para
prevenir las complicaciones a largo plazo que multiples estudios describen (Marcos
Luis A., et al, 2005). Los estudios revisados coinciden en fascioliasis es un
importante problema de salud pablica en varios paises, principalmente afectando a
las poblaciones infantiles, en quienes la carga de enfermedad es mayor alterando su
crecimiento y desarrollo, sospechandose adicionalmente de algin grado de dafio
cognitivo (Lopez M., et al., 2012).

Finalmente, en base al razonamiento clinico y analitico, se sugiere la aplicacion en
un estudio piloto y posterior validacion del score propuesto en poblaciones
endémicas, dado que esta combinacion de hallazgos clinicos ponderada permitiria

la sospecha y/o identificacion de fascioliasis en la comunidad.
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VII. CONCLUSIONES

» Los nifios con fascioliasis cronica tienen caracteristicas que permiten su
identificacion en comunidades endémicas, presentando mayor probabilidad
de sintomas como dolor en hipocondrio derecho, fatiga y alteraciones
laboratoriales principalmente eosinofilia.

» La eosinofilia es una caracteristica importante presente en casos de
fascioliasis cronica de nifios en la comunidad. Asi mismo, se encontrd
mayor probabilidad de alteraciones en los valores del hematocrito,
hemoglobina, leucocitos y plaquetas en los nifios afectados por fascioliasis.

» El score propuesto en el presente estudio presenta la combinacién de un
componente clinico y laboratorial. EI dolor en hipocondrio derecho, fatiga,
y eosinofilia darian una mayor probabilidad para distinguir entre casos de
fascioliasis cronica con una alta sensibilidad y especificidad entre los nifios
de la comunidad.

» No se encontraron diferencias significativas de afectacion por sexo, edad o
distrito del cual provenian los casos de fascioliasis cronica. Los nifios con
F. hepatica presentaron con mayor probabilidad el antecedente de historia

de enfermedad diarreica o respiratoria en los Ultimos 12 meses.
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VIIl. RECOMENDACIONES

v Evaluacién en campo del score propuesto. Realizar un estudio piloto en
zonas endémicas para validar el score propuesto, realizando la busqueda
activa de casos.

v Se recomienda al menos una visita de evaluacion médica y la realizacién
de un hemograma anual concomitante en la poblacion infantil de las
zonas endémicas.

v" La referencia de sintomas como dolor en hipocondrio derecho, fatiga,
cefalea, anorexia, ictericia, diarrea, nausea / vomitos, falta de aire y
silbido de pecho por nifios en edad escolar debe orientar al personal de
salud en la basqueda no solo de fascioliasis sino de otras parasitosis.

v La prevalencia de F. hepatica encontrada en este estudio, apoya la
premisa que la situacion real de la fascioliasis a en nuestro pais es
subestimada y aunque las estadisticas del Ministerio de Salud no lo
reflejen es un problema de salud publica en las zonas endémicas donde
su manejo y seguimiento deben ser considerados prioritarios.

v" Incentivar a las facultades de Veterinaria de nuestro pais a realizar estudios
sobre la situacion de la fascioliasis animal, principalmente en el ganado

vacuno Yy caprino de las zonas endémicas conocidas.
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X. ANEXOS

10. 1Anexo 1: Instrumento(s) de recoleccion de los datos

Formato de Enrolamiento

Demografia: (especifique)
Comunidad: Distrito:
Institucion: Afo: () PRONOI () jardin () primaria ()
secundaria
| Sexo ( ) Femenino ( )Masculino

Sintomas en los Gltimos 3 meses: (marque)

() ( ) Cefalea () Ictericia
Fiebre
( ) Bajade ( ) Fatiga/astenia ( ) Anorexialfalta de
peso apetito
() ( ) Silbido de pecho ( ) Falta de aire
Tos
( ) Diarrea ( ) Dolor en hipocondrio ()
derecho Dispepsia/indigestiéon
( ) Nausea/vémitos ( ) Nodulos subcutaneos ( ) Urticaria/rash
() Prurito ( ) Edema de tobillos ( ) Dolor articular
() Otro:

Historia médica: (especifique)

Enfermedades pasadas:

Numero de episodios de diarrea en los dltimos 12 meses: ( )
Numero de infecciones respiratorias en los Gltimos 12 meses: ( )

Vacunacion: (marque)

()DPT ( ) DPT + HBV + Hib ( ) Anti-Polio

( ) Rotavirus () ( ) Pneumococco
Sarampidn/paperas/rubeola

() HBV () BCG () Hib

El nifio recibio6 tratamiento para anemia en los Gltimos 3 () ()No

meses? Si

El nifio recibié tratamiento para desnutricion en los ultimos 3 () ()No

meses? Si

El nifio recibioé tratamiento para parasitos en los Ultimos 3 () ()No
meses? Si




Examen fisico: (marque)

Peso: Talla #1: Talla #2

() Palidez ( ) Rash ( ) Ictericia de
piel/escleras

( ) Boquera () Telangiectasias ( ) Ulceras orales

( ) Masa cervical () Ganglios cervical ( ) N6dulos
subcutaneos

( ) Higado palpable ( ) Hinchazoén de abdomen ( ) Edema
() Otro:

Referencias para llegar a su casa:

Muestras: (marque)

( ) Muestra de sangre

( ) Muestra de heces () Muestra de heces #2 ( ) Muestra de heces
#1 #3

Comentarios:

Formato de visita domiciliaria
Composicién del hogar (marque o especifique)
Numero de familias viviendo en la casa ( )

Nucleo familiar:

Padre ()Si ()No Edad ( ) Afos de escuela ( )

Madre ()Si ()No Edad ( ) Afos de escuela ( )

Hermanos ()Si () No Numero (sin incluir  ( )
al participante)

Hermanas ()Si () No Numero (sin incluir  ( )
al participante)

Otro:

Numero total de familiares viviendo en la casa ( )

¢, Cuantos hermanos y hermanas mayores tiene el ( )

participante?

Socio-econdmico (marque o especifique)

¢, Cuanto dinero ganaron como familia en el dltimo mes? ( )
(aproximado en soles)

¢,Cual fue el ingreso promedio mensual de la familia en los ( )
ultimos 6 meses?

¢,Cual es el principal material de construccion de la casa?  ( )
¢,Cual es el numero de habitaciones en la casa? ( )

| (El nifio tiene seguro de salud (SIS)? ()Si ()No |




¢, Cuantos de estos animales tiene la familia?
Vacas ( ) Ovejas ( ) Chanchos ( )
Caballos ( ) Burros ( ) Cabras ( )

Salubridad: Agua (marque o especifique)
Fuente de agua para consumo

( ) Entubada (reservorio) ( ) Pozo ( ) Puquial

( ) Canal de regadio ( ) Pantano/humedal ( ) Rio

Otro:

¢ Trata el agua para tomar? ()Si ( )No
Que usa para tratar el agua que toma? ( ) Hierve ( ) Cloro ( ) lodo
() Filtro

Otro:

Salubridad: Excretas (marque)
¢En doénde defeca?

( ) Hueco en la tierra ( ) Letrina de pozo ( ) Letrina
Mejorada

( ) En el campo ( ) Tanque séptico ( ) Desague
municipal

Otro:

Nutricion (marque o especifique)

¢ Su nifio tomo desayuno esta mafiana? ()Si  ()No
¢, Su nifio cen6 anoche? ()Si ()No

Moédulo de consumo de alimentos de la FAO: Calidad/Cantidad

Me gustaria preguntarle sobre todas las diferentes comidas que los
miembros de su hogar han comido en los ultimos 7 dias. Por favor,
digame usted en cuantos dias de la semana pasada su familia comié los
siguientes alimentos? (Para cada alimento consumido en la dltima
semana, preguntar cual fue la fuente primaria? y si la hubo, cual fue la
fuente secundaria?)

Numero de dias | Fuente del alimento (ver
en que comié en | los codigos abajo)

Allmento la altima semana Primaria Secundaria
(0-7 dias)
#.1 = MalZ ---mmeemmmmmmmms e ( ) ( ) ( )
#.2 — Arroz e ( ) ( ) ( )
#.3 — Pan/trigo ---------=--=rnmmrmmrenmmennee ( ) ( ) ( )
#.4 — Tubérculos (papa, camote, lajas, ( ) ( ) ( )

etc.)




#.5 — Nueces & mani --------------------—----
#.6 - Mashua, canigua, maca (principal

o afadido)

#.7 - Quinua, quiwicha (principal o
afadido) ---

#.8 — Pescado (comido como alimento
principal) ---

#.9 — Pescado seco ----------=--m=mmmmmmmomen

#.10 — Carne roja
(oveja/cabra/res/chancho)

#.11 — Carne blanca (aves) -----------------

#.12 — Aceite vegetal, manteca,
margarina ------

#.13 — HUevos ----------=--mmmmmmmmmmmm oo

#.15 — Leche, queso, yogurt, nata
(principal/afiadido)

#.16 — Vegetales (incluyendo hojas) ------
#.17 — Frutas ---------===-emcseemmemceee e
#.18 — Dulces/azucar -------------------------

( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )

Cadigos para la fuente de alimentos:

Comprado =1, Producido en casa =2 Intercambio
bienes/servicios, trueque =3 Prestado = 4
Regalado= 5 Programa de asistencia alimentaria
=6 Otro (especificar) =7




Informacidn geogréfica

| Datos del hogar |

Coordenadas GPS de la casa: ( ) Altitud: ( )
Si estuviese fuera de la casa

Coordenadas GPS de fuente de ( ) Altitud: ( )
agua:

Coordenadas GPS del sitio ( ) Altitud: ( )

donde defeca:

| Muestreo ambiental de agua |

Tipo de fuente de agua #1: Codigodel | A | = | |

laboratorio
( ) Entubada (reservorio) ( ) Pozo () Puquial
( ) Canal de regadio ( ) Pantano/humedal ( ) Rio
Otro:
Coordenadas GPS #1 ( ) Altitud#1: ( )
Tipo de fuente de agua #2: Cédigo del AlE|n

laboratorio

( ) Entubada (reservorio) ( ) Pozo ( ) Puquial
( ) Canal de regadio ( ) Pantano/humedal ( ) Rio
Otro:
Coordenadas GPS #2: ( ) Altitud#2:  ( )

| Muestreo ambiental de bosta animal |

Cadigo del
Muestra #1 Iabor%\torio A|F|h
Vaca ( ) Oveja ( ) Chancho ( )
Caballo ( ) Burro ( ) Cabra ( )
Coordenadas GPS #1 ( ) Altitud#1: ( )
Cadigo del
Muestra #2 Iabor%\torio A|F|h
Vaca ( ) Oveja ( ) Chancho ( )
Caballo ( ) Burro ( ) Cabra ( )
Coordenadas GPS #2 ( ) Altitud#2:  ( )
Cddigo del
Muestra #3 Iabor%\torio A|F|h
Vaca ( ) Oveja ( ) Chancho ( )
Caballo ( ) Burro ( ) Cabra ( )
Coordenadas GPS #3 ( ) Altitud#3:  ( )
Cadigo del
Muestra #4 Iabor%torio A|F|h
Vaca ( ) Oveja ( ) Chancho ( )
Caballo ( ) Burro ( ) Cabra ( )
Coordenadas GPS #4 ( ) Altitud#4: ( )




10.2 Anexo 2: Aprobacion ética previa

Este estudio se realizé en concordancia con las buenas précticas clinicas
requeridas por:

e U.S. Code of Federal Regulations applicable to clinical studies (45 CFR 46)
e Completion of Human Subjects Protection Training

e Directiva N° 003-INS/OGITT-VO0.1 del Instituto Nacional de Salud,
Ministerio de Salud del Per(

e Comité Institucional de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia

10.3 Anexo 3: Consentimiento informado, asentimiento informado y/u hoja

informativa
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Transversal: Guion para asentimiento de nifios menores de 12 anos de edud
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NI tu ni tus padres tendra que gastar dinero para participar en el estudio, Todas las prigbas
que haremos en el estudic son gratis ¥ tu no recibiras dinero u otras incentivos para
participar. Sin embargo, tendras lu satisfacelon de ayudar o la ciencia pura tener una mejor
comprension-sobre las enfermedades que afectan la salud en 1w comunidad. este
conocimienio puede ayudar & mantencr saludables & los nifios n el futuro,

No tienes que participar en este estudio la panticipacion es voluntri, S: decides no
participar, no habra ningan cambic en Tu casa o ka escuels, Tu podris ir 3 la posts & ver 4 ty
medice aunque decidas no participar. Puedes negarte n panticipar incluso si sus padres
AutOnzaron tu participacin en ¢l estudio,

Nos gustaris guirdur |« sobras de sus muestras pars estudios futuros.

Nombre del testigo fecha:

Nombre del trabaiador investigadorcampo Fecha
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Version 2.0 24 October 2013

Cohorte: Guion para asentimiento de ninos de 12 a 17 anos de edad

{Noembre) , te mvitamos a participar &n la fase de seguimiante del estudio
“El impacto de la fascichasis en nifas del altipiano peruano” patrocinade por Universidad
Peruana Cayetano Heredia Estamas Hevando haclenco 2 fase de seguimento del estudio
para saber cuan a menudo los nifgs como (U ¢ tus companeros parsisten tenda anamia,
desnutricion, e mfecciones por gusancs comoe Fascinia a pesar dai atamiento y cuales
~son los posibies mecanismaos pars la parsistencia de estas enfermadades. Tu participacion
en aste estudio es compiatamenta voluntaria

Si aceptas participar en & estuda de saguimiento, te evaluaramas 3 veces mas an s
proximes 2 afios Las evaluaciones seran programadas 3 mesas, | ane y 2 afios desgués
de qua vimas inicalmente Cada evaluatidn inclurd
1. Cuestionanos acerca de u salud
2 Una evaluacion medica inciuyendo 1a medicion ge tu altura y peso
3. Una pequena muestra de sangre de 5 mL (aproxmacamenis una cucharadita) obtanica
del brazo o dedo para buscar anemia. inflamacion, desnutricion y disgnosticar Fascicla.

4. Tres muestras de caca en dias consecutivas pasa buscar Faswiola y ofros gusancs

La extracsdn de sangre cel brazo puede causar dolor leve y puede producl un
morstén que desaparecera en pocos dias. También hay un leve riesgo de infeccion en &
arag donde se axtrae la sangre No anticipamos nesgas al recoiectar (a3 heces.

Ta ta beneficiaras dei seguimienta clinico y de laboratonio para evaluar si te curaste de
ia Infeccion por Fasciola y otros gusanos, anemis y desnutricion después del tratamento
La mayoria de las pruabas que vamos a3 utilizar no se reaiizan en 2l ares donde vives y
estaran disponibles para 1 a través del estudio. Te referremos a méaicos en &l centro de
salud cercano a tu casa para rechir tratamiento 81 es necesano Todas Bs evaluacionss
en 2l estudio de seguimierito son compietaments lioras o& costos para Iy s padres

Tus papas no pagaran nada por tu participacon en el estudio de seguimento y
tampoco recibitdn incantivas o dinera por participsr Tendras ia satistacoon de colaborar a
ung mejor comprension de las anfermedades causadas por Fasciola y ofros gusanos en
tU comumidad. 1o que podria ayudar a prevenir 8stas infecciones

Toda a informacion gue tu o tus padres nos den serd configencial Ninguno oe los
formatos de estudic tendra nombre, tu solo seras identificado por un numerc pars
proteger su identidad No se moesirara su informacidn a olras personas y sélo el personal
autorizado tendra acceso a olia

Si gecides pamicipar en este estudio, podras retirare de &l en cualquier momento o
decidir no participar en parte del estudio sin que esto afecte a tus derschos como sujsto ¥
como pacienta También puedes decidir no paricipar en el asiudio & pesar de tus padres
ya nos dieron su autanzacian pars incluirte  Tu podras buscar atencion madica da tu posta
aun sl decides no participar

También necesitamos tu asentimiento para guardar lus muestras sobrantes por 10
afios. Estas se usaran para evaluar nuevas pruebas dagnaesticas y posibles mecanismos
de enfermadades causadas por microbios que afectan a los mifics No se guardardn las
muestra usandoe tu nombre, sdlo se usaran coodgos Aun puades parficipar en el estudio
de seguimients s: no nos das tu asantimiento para aimacenar tus muestras Ninguna de
1Us muestras s& usara en estudios genéticos

Yo voluntanaments acepto participar en este estudio. £l estudic me ha sido exphcado,
me han dado tiempo para pensar y hacer praguntas sobra &l Las respuastas me han
dada fueron claras y aceptables. Entiendo que pueds retirarme del estudio en cuaiquier
mamerita

Nombre del sujeto: facha Investigadoricooperante fecha
Nombre del Testigo: fecha
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10. 4 Anexo 4: Procedimientos operativos de Laboratorio
1. HECES
1.1. EXAMEN DIRECTO MACROSCOPICO

Fundamento.

Este examen permite observar las caracteristicas morfologicas de los parasitos
adultos directamente, en forma de huevos, quistes, parasitos enteros o fraccionados.
También permite evaluar las caracteristicas de las heces (color, presencia de moco

0 sangre, y consistencia).
Muestra
Heces en formol al 10%
Materiales.
e Suero fisioldgico
e Palitos de madera
o (asa.
Procedimiento.

Recoger heces en el contenedor, se debe procurar que la muestra sea una muestra
representativa. Luego, agregar suero fisioldgico para homogeneizar la muestra. Es
muy importante que la muestra no se contamine con otros desperdicios. En caso de
presencia de parasitos adultos, se debe tamizar o colar la muestra para su
identificacion.

Observacion.



Observar las caracteristicas externas 0 macroscopicas de las heces, que son Utiles
para la ayuda diagndstica (consistencia, color, presencia de moco o sangre), asi
como la presencia de parasitos adultos cilindricos, anillados o aplanados (enteros o

parte de ellos).

1.2.- EXAMEN DIRECTO EN LAMINA DE LA SEDIMENTACION

Fundamento.

Buscar la presencia de formas parasitarias de tamafio microscopico (trofozoitos,

quistes, larvas o huevos de helmintos).
Muestra
Heces en formol al 10% sedimentadas segun técnica en 1.3
Materiales

e Laminas portaobjetos.

e Laminillas cubreobjetos.

e Microscopio Optico

e Palillo

e Marcadores indelebles

e Solucion de lugol

e Papel absorbente

Procedimiento.



e Aspirar con una pipeta 500 pL del sedimento en la copa teniendo cuidado

de no dispersar el contenido en el fondo

e Colocar la muestra en una lamina y agregar una o dos gotas de Lugol,

mezclar con el palillo, y colocar la lamina cubreobjetos.

e Tener cuidado de realizar un extendido uniforme para facilitar la
observacion, el excedente de Lugol debe ser retirado con el papel

absorbente.
Observacion
e Enfocar la Idamina con el lente de 10 x.

e Hacer un recorrido de la ldmina de derecha a izquierda y de arriba a abajo.

A este aumento observar toda la lamina.

e Luego enfocar con el lente de 40X para observar elementos pequefios como
quistes, ooquistes 0 huevos. Se deberd observar toda la ld&mina a este

aumento usando el mismo recorrido mencionado anteriormente.
Resultado

En el formato FLP del sujeto marcaran los resultados correspondientes al examen

directo. Se podré anotar el estadio del parasito encontrado (quiste, larva).

1.3 METODOS DE CONCENTRACION POR SEDIMENTACION
Los parasitos en forma de quistes, ooquistes, larvas y huevos seran sometidos a
concentracion por diversos métodos, el que se utilizara para este estudio es el de

sedimentacion rapida de Lumbreras.



1.3.1 Métodos de concentracion por sedimentacion rapida (técnica de

Lumbreras).
Fundamento.

Los huevos, larvas o quistes de mayor tamafio y peso sedimentan rapidamente

cuando se suspenden en agua.
Muestra

e Heces en formol al 10%
Materiales

e Copa conica de 150 a 200 mL.

e Placas Petri

o Palillos de madera

e Pipeta de transferencia

e Gasa

e Agua corriente filtrada

e Microscopio

e Lugol
Procedimiento

e Mezclar 3 a6 g de heces con unos 10 a 20 mL de agua filtrada

e Poner una capa de gasa en la abertura de la copa y filtrar la muestra

homogenizada a través de ella.



e Llenar la copa con agua filtrada hasta 1 cm por debajo del borde, esto es 15

a 20 veces el volumen de la muestra.
e Permitir que la muestra sedimente durante 45 minutos.

e Descartar las 2/3 partes del sobrenadante y agregar agua filtrada hasta el

mismo limite de la copa.

e Repetir una vez mas el procedimiento para completar 3 ciclos de dilucion y

sedimentacion.

e Luego de descartar el sobre nadante por ultima vez, transferir
aproximadamente 300 pL del sedimento a una ldAmina portaobjetos, colocar

Lugol, y cubrir con un cubreobjetos.

e Elresto de sedimento se transferira a una placa Petri con ayuda de una pipeta

de transferencia cuidando de incluir todo el sedimento al fondo de la copa.
Observacion

e Observar el sedimento en lamina portaobjetos al microscopio aumentos de
10x y 40x. Pegue especial atencién a la identificacion de quistes de

protozoos, larvas y huevos de nematodos, trematodos y cestodos.

e CObservar la presencia de huevos de F. hepatica y otros helmintos en el

sedimento en placa Petri a 10X.

1.4 TECNICA CUANTITATIVA DE KATO KATZ O METODO DE
CONCENTRACION POR TAMIZADO

Fundamento



El método requiere el uso de glicerina como aclarante y el verde de malaquita como

colorante de contraste, lo que resalta la presencia de huevos de helmintos en la

muestra. La cuantificacion se da al enumerar los huevos observados en una cantidad

especifica de heces. Este método no es Util para protozoos pues sus estructuras son

muy finas y no es posible observarlos con este método. Tampoco es el método de

eleccion para la observacion de larvas.

Equipos

Microscopios.

Incubadora a 37 °C.

Refrigerador.

Materiales:

Glicerina QP 100 mL

Verde de malaquita al 3% (3 Q)

Agua destilada 100 mL

Cuadrados de malla de mosquitero de 10 cm de lado.
Cuadrados de papel celofan 22 x 44 mm

Cuadrados de carton de 30 mm de lado y 2 mm de grosor con una

perforacion en el centro de 6 mm de diametro.
Papel absorbente o papel periddico.

Palillos de Madera.

Procedimiento.



e Depositar sobre el papel periddico 5 g de material fecal.

e Colocar la malla de mosquitero sobre la materia fecal y presionar para que

salga el tamizado.

e Sobre una lamina portaobjetos colocar el cuadrado de cartén perforado y
con la ayuda de un palillo de madera llenar el orificio con las heces

tamizadas. Rasar las heces hasta exactamente el limite de carton.

e Con sumo cuidado retirar el carton, dejando la materia fecal sobre el

portaobjetos. La cantidad de heces en la lamina serade 5 ¢

e Mezclar 100 mL de glicerina, 100 mL de agua destilada y 3 g de verde de

malaquita.

e Con la ayuda de una pinza impregnar un cuadrado de papel celofan con la

mezcla de glicerina y verde de malaquita. Dejar incubar por 24 horas.

e Colocar un cuadrado de papel celofan impregnado con glicerina y verde de
malaquita sobre las heces. Presionar sobre estas con la ayuda de papel
absorbente para lograr un extendido fino apto para la observacion al
microscopio. Se tendrd cuidado de no extender las heces mas alla de la

lamina, para no perder material.

e Incubar por 30 minutos a 37°C para la diafanizacion de la materia fecal. No

exceder el tiempo de diafanizacion.
Observacion.

Observar los huevos de helmintos al microscopio a 10x y 40x. Se cuantificaré el

total de huevos observado en la lamina.



Resultado

e EIl numero total de huevos encontrados en la lamina se multiplica por el
factor k. Para nuestra prueba k=20 # de huevos en 50 g de heces X 20 = #

de huevos en 1 g de heces

e Se reportara el nimero de huevos por gramo de heces (hpg).

CONTROL DE CALIDAD:

CALIBRACION DE BALANZA SCOUT PRO (OHAOUS)
MATERIALES

Peso patron de 200 g

Balanza

RESPONSABLE

Personal de laboratorio de microbiologia
PROCEDIMIENTO

La calibracion de la balanza del laboratorio de microbiologia se evaluara 1 vez por

semana usando la pesa patrén de 200 g disponible en el laboratorio.

Se presionara el botdén de On/Off una sola para encender la balanza. Una vez que
esta marque 0.0 se colocara la pesa patron. La balanza debera marcar 200.00
gramos. En el cuaderno de incidencias debe registrarse la fecha, hora, y nombre de

quien realizo6 la medicién.



Si la balanza no marcara exactamente 200.00 g, se retirara la pesa y se procedera a
tarar la balanza presionando por 30 segundos el botén de On/Zero/Off. Cuando la
pantalla marque "0.00", nuevamente se pesara el patron. Si la inexactitud en la
medicion persistiera se calibrard la balanza siguiendo los pasos detallados a

continuacion:

a) Apague la balanza. Presione el boton de On/Zero/Off hasta que aparezca la

palabra "menu" en la pantalla.
b) Suelte el boton On/Zero/Off y la pantalla debera mostrar ".C.A.L.".

c) En este punto, presione y suelte el boton On/Zero/Off. La pantalla mostrara

brevemente el mensaje "- C -" y luego mostrara el menaje "200 g".

d) Coloque el peso patrén de 200 g en el platillo y presione brevemente el boton
On/Zero/Off. La pantalla mostrara nuevamente "- C -" y luego el mensaje "Done",

con lo que la calibracion se completa.

CONTROL DE CALIDAD DEL EXAMEN DE KATO KATZ
MATERIALES

Cuadro de carton de espesor 2 mm y con orificio de 6 mm de didmetro.
Malla mosquitero

Palillo

Papel periodico

Balanza

RESPONSABLE



Trabajadores del laboratorio de microbiologia
PROCEDIMIENTO

Los trabajadores haran control de calidad en conjunto comparando la técnica usada

y la precision de la cantidad de heces (50 mg) que se usa para el test de Kato Katz.
El control de calidad se llevara a cabo cada 15 dias.

El primer paso serd pesar con la balanza 3 laminas portaobjeto y apuntar en cada

una de ellas la lectura.

Luego se usara la malla mosquitero y el pedazo de carton para medir la cantidad de
heces de manera usual en cada una de las laminas. Para cada lamina se utilizara un

nuevo pedazo de carton.

Las laminas con las heces se pesaran individualmente. El peso de la ldmina se
sustraera del peso de la lamina con las heces, obteniéndose el peso de heces medido
con por el carton. El promedio aritmético de los 3 pesos de heces medidos debe ser

50 mg £+ 2.5 mg.

De existir deficiencias en la técnica de medicidn detectadas por este procedimiento,
el personal de laboratorio debera recibir entrenamiento en la adecuada medicion de

las heces.

CONTROL DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LOS EXAMENES
MATERIALES

Muestra de heces con huevos de parasitos conocidos y cuantificados

Materiales detallados para las pruebas de Kato Katz, sedimentacion en lamina y en

placa.



PERSONA RESPONSABLE
Supervisor de laboratorio
PROCEDIMIENTO

La sensibilidad y especificidad de cada trabajador de laboratorio sera evaluada cada

2 meses.

Esto se llevara a cabo introduciendo en la rutina de trabajo muestras clinicas con un

contenido conocido de huevos y larvas de parasitos que ademas se han cuantificado.
Cada trabajador de laboratorio debera procesar 10 de estas muestras.

El trabajador de laboratorio debera identificar correctamente el(los) parasitos de por
lo menos 9 de 10 laminas. La cuantificacion de huevos por técnica de Kato Katz no

debera diferir en méas de 20% de la cuantificacién estandar de la muestra.

Los trabajadores que fallen el control de calidad recibiran entrenamiento en cada
técnica usada en el protocolo y en identificacion de parasitos segin maodulos

disefiados para este proposito.

2. MUESTRA DE SANGRE

Materiales:
e Algodon
e Guantes de procedimiento
e Alcohol puro 96° 100 mL

Procedimiento.



e Colocar el brazo del paciente en una posicion comoda apoyada sobre un

almohadin.
e Elegir la vena de puntura

e Realizar asepsia de la zona

Proceder a colocar el vacountainer y obtener de 2 a 10 mL de sangre
Observacion.

Se realizaran pruebas automatizadas en todas las muestras que seran valoradas de

acuerdo con los rangos preestablecidos.

- Supervision y monitoreo de actividades

Trabajo en campo: Coordinadora de estudio
Laboratorio:  Supervisor de laboratorio
2.1 Prueba de captacion de 1gG Fas2-ELISA

La prueba de Fas2-ELISA es una prueba de inmunodiagndstico en humanos de la
infeccion por F. hepatica en las fases aguda y cronica de la infeccion la prueba
estima los valores de IgG circulantes contra el antigeno Fas2 producido por el
parasito mediante ELISA (Enzyme linked inmunoabsorbent Assay). EI método se
basa en la deteccion de anticuerpos 1gG circulantes contra Fas2 mediante la técnica

de ELISA.
Equipos
e Maquina lectora de ELISA.

Materiales:



e Antigeno purificador fijado en pocillo
e Suero control negativo
e Suero control positivo
e Conjugado anti IgG humano concentrado
e Solucion diluyente
e Solucion lavado - concentrado
e Sustrato TMB
e Sustrato STOP
Procedimiento.
1. Colocar reactivos a temperatura ambiente.
2. Correr un blanco y un control con cada ensayo a realizarse.

3. Preparar dilucién 1/1500 de los sueros de los pacientes, mezclar la dilucion

y adicionar 10 pL de cada dilucion en los pocillos.

4. Para los sueros controles positivo y negativo hacer una dilucién de 1/10 en

cada uno de los pocillos y afiadir 90 pL de solucion diluyente.
5. Incubar en pozos a 37°C por 1 hora.
6. Usar la solucion de lavado.
7. Diluir el conjugado con la solucién diluyente
8. Afadir conjugado anti IgG humano concentrado

9. Incubar en pozos a 37°C por 1 hora



10. Repetir los pasos descritos en el punto 6

11. Adicionar sustrato TMB

12. Incubar reaccion a temperatura ambiente

13. Adicionar solucién STOP

14. Leer la absorbancia a 450 nm de absorbancia en la lectora de ELISA.

Observacion.

e <=0.2 Negativo

e >(.2 Positivo



