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Resumen

En la Amazonia peruana hay escasa informacion sobre la prevalencia de cier-
tas infecciones endémicas (Strongyloides stercoralis, protozoos intestinales, Trypa-
nosoma cruzi —causante de la enfermedad de Chagas—y virus linfotrépico de célu-
las T humanas (HTLV)) en personas con el virus de la inmunodeficiencia huma-
na (VIH), a pesar de que la vulnerabilidad e inmunosupresién de esta poblaciéon
podrian favorecer una mayor frecuencia, persistencia y gravedad de estas pato-

logfas.

Los avances microbiolégicos recientes han permitido desarrollar pruebas diag-
noésticas més sensibles, especificas y accesibles, incluidas pruebas rdpidas para su
uso en terreno o point of care, cuya aplicacion en zonas rurales podria mejorar el
cribado de infecciones subclinicas en poblaciones vulnerables, contribuyendo al

tratamiento eficaz y el control de su transmisién.

El objetivo de esta tesis es analizar la carga de estas cuatro infecciones en per-
sonas que viven con el VIH (PVV) atendidos en la ciudad de Iquitos, capital de
la Amazonia peruana, profundizando en el andlisis de los factores de riesgo de
adquisicion —entre ellos el estadio clinico-inmunolégico de la infeccién por VIH,

y la correlacién entre las diferentes pruebas parasitolégicas.

Se propone un estudio prospectivo transversal sobre una cohorte de PVV re-
clutada en las clinicas de tratamiento de los dos principales hospitales ptiblicos de
la ciudad, en colaboracién con la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana
de Iquitos. Se recogerdn variables sociodemograficas, epidemiolédgicas, clinicas
e inmunolégicas mediante un cuestionario oral semi-estructurado. Se realizara
puncién venosa para estudio serolégico de S. stercoralis, T. cruzi y HTLV. En pa-
cientes positivos para T. cruzi, se confirmaré el resultado con una segunda sero-
logia y, de ser positiva, se ampliard una reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-PCR) para dicho parasito. En caso de cribado positivo para HTLV,
se confirmard el resultado mediante ensayo inmunoenzimatico en linea (INNO-
LIA), que, ademads, nos permitird conocer el subtipo del virus. A todos los pacien-
tes se les solicitard una muestra de heces para estudio copro-parasitolégico me-
diante Kato-Katz, técnica de Baermann modificada en copa y cultivo con carbén
(Dancescu) para detecciéon de helmintos, técnica de Ziehl- Neelsen modificada
para visualizaciéon de Cryptosporidium spp., y test rdpido inmunocromatogréafico
combinado para Giardia duodenalis, Entamoeba histolytica/dispar y Cryptosporidium

spp.
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Se trata de un estudio de investigacion ligado a la cooperacién internacional
para el desarrollo, dentro del objetivo de desarrollo sostenible de la Agenda 2030

de las Naciones Unidas, en concreto en relacion al drea 3: Salud y Bienestar.

Palabras clave: VIH; prevalencia; cribado; Strongyloides stercoralis; protozoos
intestinales; enfermedad de Chagas; HTLV
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Abstract

In the Peruvian Amazon, there is little information on the prevalence of certain
endemic infections (Strongyloides stercoralis, intestinal protozoa, Trypanosoma cruzi
—-which causes Chagas disease— and human T-cell lymphotropic virus (HTLV))
in people with human immunodeficiency virus (HIV), despite the fact that the
vulnerability and immunosuppression of this population could favor a higher

frequency, persistence, and severity of these pathologies.

Recent microbiological advances have led to the development of more sensi-
tive, specific, and accessible diagnostic tests, including rapid tests for use in the
field or point of care, whose application in rural areas could improve the scree-
ning of subclinical infections in vulnerable populations, contributing to effective

treatment and control of their transmission.

The objective of this thesis is to analyze the burden of these four infections in
people living with HIV (PWH) treated in the city of Iquitos, capital of the Peru-
vian Amazon, delving into the analysis of risk factors for acquisition — including
the clinical-immunological stage of HIV infection—, and the correlation between
different parasitological tests.

A prospective cross-sectional study is proposed on a cohort of PWH recruited
from the treatment clinics of the two main public hospitals in the city, in colla-
boration with the National University of the Peruvian Amazon in Iquitos. So-
ciodemographic, epidemiological, clinical, and immunological variables will be
collected using a semi-structured oral questionnaire. Venipuncture will be perfor-
med for serological testing for S. stercoralis, T. cruzi, and HTLV. In patients positive
for T. cruzi, the result will be confirmed with a second serology test and, if posi-
tive, a real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) will be performed for that
parasite. In the event of a positive screening for HTLV, the result will be confir-
med by an online immunoenzymatic assay (INNO-LIA), which will also allow
us to determine the subtype of the virus. All patients will be asked to provide
a stool sample for copro-parasitological study using Kato-Katz, modified Baer-
mann technique in a cup, and charcoal culture (Dancescu) for the detection of
helminths, modified Ziehl-Neelsen technique for visualization of Cryptosporidium
spp., and a combined rapid immunochromatographic test for Giardia duodenalis,
Entamoeba histolytica/dispar, and Cryptosporidium spp.
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This is a research study linked to international cooperation for development,
within the sustainable development goal of the United Nations 2030 Agenda,
specifically in relation to area 3: Health and Well-being.

Keywords: HIV; prevalence; screening; Strongyloides stercoralis; protozoan in-
fections; Chagas disease; HTLV



XVIII

Lista de abreviaturas

Ag Antigeno

CIRNA Centro de Investigacion de Recursos Naturales de la Amazonia (Pert)
CLIA Inmunoensayo por quimioluminiscencia
ELISA Ensayo por inmunoabsorcién ligado a enzimas
HAI Hospital de Apoyo de Iquitos

HRL Hospital Regional de Loreto

HTLV Virus linfotrépico de células T humanas

ICT Test inmunocromatografico

IFAT Prueba de anticuerpos por inmunofluorescencia
IL Interleucina

INNO-LIA Ensayo inmunoenzimdtico en linea
LAMP Amplificacién isotérmica mediada por bucle
LIPS Sistema de inmunoprecipitaciéon con luciferasa
OMS Organizaciéon Mundial de la Salud

ORa Odds Ratio ajustado

PrEP Profilaxis preexposiciéon

PVV Personas que viven con el VIH

RIQ Rango Intercuartilico

RT-PCR Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real
SIDA Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida
SIRI Sindrome inflamatorio de reconstitucién inmune
TARGA Terapia Antirretroviral de Gran Actividad
VIH Virus de la Inmunodeficiencia Humana

VPN Valor Predictivo Negativo



XIX

VPP Valor Predictivo Positivo

ZNM Ziehl-Neelsen Modificado



Indice general XX
£ °
Indice general
1 Introduccién 1
1.1 Contextogeneral . ... .......... ... . ... ... ..., 2
1.1.1 Caracteristicas geograficas: Iquitos y la Amazonia peruana . 2
1.1.2 Infeccién por VIH en la Amazonia peruana . . . . . ... .. 5
1.2 Infeccion por Strongyloides stercoralis . . . . . . ... ... ... ... 10
1.2.1 Aspectos generales de lainfecciéon . . . ... ... ... ... 10
122 EpidemiologiaenelPera . .. ................. 13
1.2.3 Factores de riesgo de adquisicién y gravedad . . . . . . . .. 14
1.2.4 Diagnostico parasitolégico . . . . . . .. ... ... 16
1.2.5 Otros helmintos intestinales . . . . .. ... ... ....... 21
1.3 Protozoosintestinales . . . . . ... ... ... . .o 0oL 23
1.3.1 Aspectos generales de lainfecciéon . . . ... ... ... ... 23
1.3.2  Cryptosporidium spp. . . . . . .. ... ... 25
1.3.3 Giardiaduodenalis . . . . . ... ... ... .... .. .. ... 28
1.3.4 Entamoeba histolytica . . . . . . ... ... ... .. ... ..., 29
1.3.5 Blastocystis spp. . . . . . ... 31
14 EnfermedaddeChagas . . . .. ... ... ... ............ 33
1.4.1 Aspectos generales de lainfecciéon . . . ... ... ... ... 33
142 EpidemiologiaenelPera ... ... .............. 36
1.4.3 Factores de riesgo de adquisicion y gravedad . . . . . . . .. 37
1.4.4 Diagnostico parasitologico . . . . ... ... oL 37
1.5 Infeccion por el Virus Linfotrépico de Células T Humanas (HTLV) . 39
1.5.1 Aspectos generales de la infeccion . . . ... ... ... ... 39
1.5.2 EpidemiologiaenelPera . ... ... ... .. ... ...... 41
1.5.3 Factores de riesgo de adquisicién y gravedad . . . . . . . .. 42
1.5.4 Diagnoésticoviral . .. ... .. ... ... . 0 0L, 43
2 Hipétesis y Objetivos 45
21 Hipétesis . . . .. .. ... . 46
22 ObjetivoGeneral . . . . .. ... ... ... L 46
2.3 Objetivos Especificos . . . ... ... .. ... ... . L. 46
3 Material y Métodos 49
3.1 Disefio y lugar de realizaciéon . . . ... .. ... ... ..... ... 50
3.2 Sujetos de estudio y criterios de inclusién . . . ... ... L. 50



Indice general XXI
3.3 Procedimiento . . ... ... ... ... ... 51
3.4 \Variables y recogidadedatos . ... .......... .. ... ... 53
3.5 Técnicas de laboratorio . . . . . . ... .. ... ... ... 53

35.1 Muestrasdesuero. . . . ... .. ... ... ... 53
35.2 Muestrasdeheces. . . . ... ... ... L. 55
3.6 Tamanomuestral . ... ... ... ... ... ... .. ... . ..., 59
3.7 Andlisisdelosdatos . .. ... ...... . ... ... ..., 60
3.8 Aspectoséticos . ... ... Lo o 61

4 Resultados 62

41 Objetivol. . . ... ... 63
41.1 Referenciadelarticulo . .. ... ... ... ... ...... 63
412 Abstractenespafiol . . .. ... ... 0L 0L 64
413 Articulooriginal . . . .. ... oo oL 64

42 Objetivo2. . . . . . ... e 81
421 Referenciadelarticulo . ... .................. 81
422 Abstractenespafiol . . . ... ... Lo Lo 81
423 Articulooriginal . . . .. ... o Lo o 81

43 Objetivo3. . . ... ... 99
43.1 Referenciadelarticulo . ... .................. 99
432 Abstractenespafiol . . . ... ... Lo 99
433 Articulooriginal . . . ... ... o oo oo 99

44 Objetivo4. . . ... ... e 104
441 Referenciadelarticulo ... ... .. ... ........... 104
442 Abstractenespafiol . . . ... ... Lo Lo 104
443 Articulooriginal . . ... ... o oo oo 104

5 Discusiéon 117
51 Discusionglobal . . .. .. ... ... ... oo oo 118
5.2 Fortalezasdelestudio . . . . ... ... ... ... ... ........ 121
5.3 Limitacionesdelestudio . .. ... ... ... ... .. ........ 122

6 Implicaciones en salud ptblica y perspectivas futuras 125

7 Conclusiones 129

8 Bibliografia 132

A Hoja de informacién al paciente y consentimiento informado 159
A.1 Hoja de informacién al paciente (HIP) y consentimiento informado 160



Indice general XXII

A.2 Hojaderecogidadedatos(HRD) . . . ... .............. 170



Indice de figuras XXIII

Indice de figuras

1.1 Mapa de la ciudad de Iquitos y sus principalesrios . . . . ... ... 2
1.2 Mapa de la ciudad de Iquitos y sus cuatro distritos . . . . . ... .. 3
1.3 Imagenes de los diferentes distritos de Iquitos . . . . . .. ... .. 4
1.4 Incidencia de nuevos casos de VIH y de SIDA en el Pert, destacan-

do el Departamentode Loreto . . . . ... ... .. ... ....... 6
1.5 Atencién a un paciente en la clinica TARGA del Hospital de Apoyo

delquitos . . . ... .. ... ... 9
1.6 Ciclo biolégico del parésito Strongyloides stercoralis . . . . . . .. .. 10
1.7 Test tipo cassette para S. stercoralis . . . . . .. ... ... ... .... 18
1.8 Callesin asfaltarenIquitos . . . . .. ... .. ............. 19
1.9 Rentabilidad diagnéstica de los test combinados (Giardia-Cryptosporidium-

Entamoeba) . ... ... . ... ... o ool 25
1.10 Ciclo biolégico del parasito Cryptosporidium spp. . . . . . .. .. .. 26
1.11 Ciclo biolégico del parasito Giardia duodenalis . . . . . .. ... ... 28
1.12 Ciclo biolégico del parasito Entamoeba histolytica . . . . .. ... .. 30
1.13 Ciclo biolégico del parésito Blastocystisspp . . . . . . . ... .. ... 32
1.14 Ciclo biolégico del parésito Trypanosoma cruzi . . . . . . .. ... .. 34
1.15 Historia natural de la enfermedad de Chagas . . . . . ... ... .. 35
1.16 Poblado de la etnia Shipibo Konibo, en Ucayali, Pera . . . ... .. 42

3.1 Mapa satelital de Iquitos con los dos principales hospitales ptblicos 50

3.2 Procedimiento de reclutamiento, recogida y procesamiento de mues-

tras esquematizado . . . .. ... ... oL 52
3.3 KitIVD-ELISA para Strongyloides stercoralis . . . . . ... ... ... 54
3.4 Chagatest ELISA recombinantv.4 . . . ... ... ... ........ 54
3.5 HTLV I+II ELISA recombinantv.4.0 . . . . .. ... ... ... .... 55
3.6 Procedimiento de la tincionde Lugol . . . . . .. ... ... .. ... 56
3.7 TécnicadeBaermann . . . ... ... .................. 57
3.8 Larvade S. stercoralis al microscopio tras técnica de Baermann . . . 57
39 TécnicadeKato-Katz . . . ... ... ... ... ... ... ... 58

3.10 Tincién de yodo con Lugol, cultivo de Dancescu e inmunocroma-
tografia para protozoos . . . . . ... ..o 59
3.11 Oocistos de Cryptosporidium spp. tefiidos en color rojo tras la técnica
de Zielh Neelsen modificado. . . . .. ... .............. 59



Indice de figuras XXIV

4.1 Diagrama de flujo de pacientes incluidos y muestras disponibles
paraelestudio . . . ... .. ... ..o o 63

5.1 Busqueda exhaustiva de muestras de heces en los distintos distritos
y asentamientos humanos de Iquitos . . . . ... ... .. ... ... 124

6.1 Mercados populares en el distrito de Belén. Casa de madera y hojas 127



Indice de tablas XXV

indice de tablas

1.1

1.2

1.3

Prevalencia global y distribucién regional de los principales hel-
mintos intestinales . . . ... ... Lo Lo Lo L 11
Caracteristicas de los principales métodos diagndsticos para S. ster-
coralis . . ... 20
Prevalencia global y distribucién regional de los principales proto-
zoosintestinales . . . . .. ... . L Lo Lo 24



INTRODUCCION



Capitulo 1. Introduccién 2

1.1. Contexto general

1.1.1. Caracteristicas geograficas: Iquitos y la Amazonia peruana

Iquitos es la ciudad mds grande de la Amazonia peruana y capital de la
provincia de Maynas, en el Departamento de Loreto, al noroeste del pais. En 2025
se estima que supera el medio millén de habitantes [1].

La ciudad estd rodeada de afluentes del rio Amazonas (rios Itaya y Nanay)
por los lados este/oeste y por el propio Amazonas al norte de la ciudad, siendo
la parte sur la tnica via de expansion de la ciudad. Dada su orografia compleja,
rodeada de una impenetrable selva y con cambios frecuentes del paisaje por
los desbordamientos de los rios, solo tiene comunicacién con el resto del pais
mediante barco o avion, lo que eleva los costes de vida de la ciudad. La cuenca
del rio Nanay suministra el agua potable a la ciudad, aunque actualmente hay
preocupacion por la posibilidad de vertidos téxicos por parte de las poblaciones
situadas en el cauce alto del rio, con andlisis recientes que afirman que el agua no
cumple estdndares microbiolégicos suficientes como para ser consumida por la

poblacién [2].

B f"i:l.m'n'J
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[ Rio Teaya | L
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Figura 1.1: Mapa de la ciudad de Iquitos y sus principales rios. Fuente: uMap
(versién 3.0.6), utilizando datos de OpenStreetMap y OpenStreetMap
Foundation, con licencia ODbL

Iquitos se divide en cuatro barrios o distritos: Iquitos, Punchana, Belén y San
Juan Bautista.
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Figura 1.2: Mapa de la ciudad de Iquitos y sus cuatro distritos. De norte a sur:
Punchana, Iquitos, San Juan Bautista y Belén. Las cruces rojas simbolizan los
dos hospitales que participaron en el estudio. Fuente: uMap (version 3.0.6),
utilizando datos de OpenStreetMap y OpenStreetMap Foundation, con licencia
ODbL

Punchana tiene gran actividad portuaria, relaciondndose de forma directa con
la confluencia de los tres rios. Posee el mercado de alimentos de Bellavista-Nanay
y en él se sittia el mayor hospital de la ciudad, centro de referencia para todo el
Departamento de Loreto, llamado Hospital Regional de Loreto o “Felipe Santiago
Arriola Iglesias”.

Belén, al este, es otro de los distritos con mds contacto con el agua, dado que
gran parte de la poblacién vive en casas flotantes sobre el rio Itaya. Ademas,
posee el mayor y més famoso mercado de pescado y otros alimentos de la ciudad,
que no siempre cumple los estdndares higiénicos debido a la ausencia de cadena
de frio y el calor habitual de la regién. Es un barrio muy pobre y de forma
frecuente se dan situaciones de violencia en sus calles.

San Juan es el distrito mas grande y poblado de Iquitos. Estd en constante
expansion hacia el sur y en él se encuentra la mayor parte de asentamientos

humanos, junto a Punchana. Estos son barriadas de alta densidad de poblacién
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con pobres condiciones de salubridad, con escasos servicios y alto porcentaje de
calles sin asfaltar.

Iquitos, por ultimo, es el distrito centro, de mayor nivel socioeconémico,
aunque igualmente modesto, con un porcentaje de calles asfaltadas mds alto que
el resto. En él se encuentra el Hospital de Apoyo de Iquitos o “César Garayar

Garcia”.

Los dos hospitales descritos realizan el seguimiento de la mayor parte de
pacientes con virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) del departamento,
en centros especificos llamados “Centros de Terapia Antirretroviral de Gran
Actividad (TARGA)”, que cuentan con un equipo multidisciplinar que realiza
una atencién personalizada y busqueda activa en caso de abandono del
seguimiento. Ademads, la ciudad cuenta con otros dos hospitales: el Hospital
Militar Santa Rosa y el Hospital Essalud.
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Figura 1.3: Imdgenes de los diferentes distritos de Iquitos: distrito de Belén con
casas flotantes sobre el rio (superior izquierda), Hospital Regional de Loreto, en el
distrito de Punchana (superior derecha), asentamiento humano en el barrio de
San Juan Bautista (inferior izquierda) y vista del malecén central de la ciudad,
en el barrio de Iquitos (inferior derecha). Fuente: propia
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1.1.2. Infeccién por VIH en la Amazonia peruana

Prevalencia de la infeccién por VIH

Segtn datos de ONUSIDA de 2024, la pandemia por VIH afecta a mas de 40
millones de personas en el mundo, con 1 millén de nuevos diagnésticos al afio,
especialmente en paises de media y baja renta. De todas las personas que viven
con el VIH (PVV), unos 31,6 millones (77 %) reciben tratamiento antirretroviral
[3]. A pesar de que las nuevas infecciones siguen una tendencia descendente
a nivel global y también en Africa subsahariana, en los tdltimos afios se ha
experimentado un estancamiento o incluso un repunte en algunas regiones, como
Latinoamérica. De igual manera, aunque la mortalidad por el sindrome de la
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) ha disminuido de manera global, se est4
registrando un repunte entre las muertes de mujeres en paises como el Per,
Costa Rica y Panama [4].

Seguin datos del Ministerio de Salud del Pera de 2025, en el pais hay mds de
110.000 PVYV, aproximadamente un 0.4 % del pais, con una tendencia ascendente
(10.000 nuevos casos en 2023) [5]. La transmisién, como en la mayoria de los
paises, se da principalmente entre varones (80 %) por via sexual (95 %), afectando
desproporcionadamente a ciertas poblaciones clave, como el grupo de hombres
que tienen sexo con hombres, donde la prevalencia podria ser de hasta el 10 %, y
el de mujeres transgénero, hasta el 32 % [6]. En las regiones amazoénicas, los casos
de VIH son desproporcionadamente elevados comparado con la media nacional,
que se sitta en 29 casos por 100.000 habitantes. En los primeros tres puestos
se encuentran los departamentos de Amazonas (100 casos/100.0000 habitantes),
Ucayali (76 casos/100.000 habitantes) y Loreto (70 casos/100.000 habitantes),
seguidos de Lima y otras dreas selvéticas en la zona sur del pais [5].

El Departamento de Loreto es, por tanto, un 4rea clave en la transmisioén de
la infeccién, con la segunda cohorte més grande de pacientes en seguimiento
después de Lima. Hasta mitad del afio 2024, se habian diagnosticado mas
de 200 casos nuevos, con cifras récord de infeccién en hombres que tienen
sexo con hombres (11-14 %) [5,7]. Algunos estudios en la Amazonia peruana
han revelado, ademads, cifras muy elevadas del virus en poblaciones indigenas
aisladas, contribuyendo éstas al 8% de carga de VIH del pafs, cuando su
poblacién apenas representa el 1% de la total del pais [5]. Por ejemplo, en la

comunidad de Chayahuita se report6 una seroprevalencia de VIH del 7.5%
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entre adultos (6 de 80 participantes), 10 veces mayor que la prevalencia nacional
masculina [8].

Incidencia de nuevos casos WH Incidencia de nuevos casos sida

Figura 1.4: Incidencia de nuevos casos de VIH (izquierda) y de SIDA (derecha)
en el Perii, destacando el Departamento de Loreto (el mds septentrional). Fuente:
Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencién y Control de Enfermedades [5]

El Ministerio de Salud del Pert cuenta con directrices para la prevencion, el
tratamiento y el control del VIH, alineadas con los estdndares internacionales
[9]. El acceso a la terapia antirretroviral es gratuito en el punto de dispensacion
y la medicacién se dispensa de forma trimestral en las clinicas TARGA de
seguimiento de PVV, donde son monitoreados por un equipo multidisciplinar
que incluye enfermeria, especialistas en planificacion familiar, psic6logos y
nutricionistas. A pesar de esto, solo un 66 % de la poblacién peruana seropositiva
alcanzaba criterios de supresion viral en 2019 [6].

Factores determinantes de la salud en contexto de VIH.

La salud de las PVV estd influenciada por miltiples factores sociales,
econdmicos, culturales y biol6gicos, que actian como determinantes criticos en

la progresion de la enfermedad y el acceso a los servicios de salud.
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A nivel estructural, las condiciones de pobreza, desigualdad social o
econdémica, nivel educativo bajo y otras inequidades de género y etnia,
aumentan el riesgo de transmisién del VIH y, al mismo tiempo, perpettan
la vulnerabilidad del colectivo frente a enfermedades transmisibles como las
parasitosis intestinales, Trypanosoma cruzi (causante de la enfermedad de Chagas
(EC)) o Virus Linfotrépico de Células T Humanas (HTLV). La procedencia de
zonas rurales o comunidades indigenas, las barreras geograficas y la falta de

servicios de salud especializados agravan la situacion [7].

Estos determinantes estructurales generan un contexto de marginacién que
limita el acceso a recursos bdsicos, como servicios de agua potable, infraestructura
de saneamiento y vivienda, educacién en salud y estilo de vida y acceso a
sistemas de atencién médica de calidad (determinantes intermedios de salud)
[10]. En zonas rurales y amazoénicas del Pertt como el Departamento de Loreto
y, en concreto, la ciudad de Iquitos, las poblaciones vulnerables enfrentan una
exposicién constante a fuentes de agua contaminada y sistemas inadecuados de
eliminacién de excretas, lo que aumenta la transmisiéon de parésitos intestinales
como Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis (previamente conocida como Giardia
lamblia), Entamoeba histolytica y helmintos intestinales [11]. La desinformacién
sobre la transmisién de otros pardsitos como la enfermedad de Chagas o virus
como el HTLV, perpettia el ambiente desfavorable y aumenta la tasa de contagios

por estas enfermedades desatendidas y a menudo asociadas con la pobreza.

Estas poblaciones desfavorecidas ven restringido su acceso a estrategias
de prevenciéon del VIH, tales como educacién sexual, preservativos, pruebas
diagnosticas y tratamiento antirretroviral, debido tanto a barreras econémicas
como a factores culturales y estigma social [7,12]. Ciertas practicas de riesgo
que favorecen la transmisién del virus del VIH (sexo anal), también favorecen
la transmisién de ciertos enteropatdégenos de forma significativa, como G.

duodenalis, E. histolytica o S. stercoralis [13,14].

De esta forma, los determinantes estructurales actian como causas profundas
que configuran entornos de alto riesgo, mientras que los determinantes
intermedios modulan la exposicién directa a los agentes infecciosos y la
vulnerabilidad individual. A esto se afiade, como veremos posteriormente,
una predisposiciéon a la adquisiciéon de infecciones oportunistas en casos
de inmunosupresién significativa secundaria al VIH, o a medicaciones

concomitantes (corticoterapia) [15].
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Inmunosupresion por VIH y susceptibilidad a infecciones parasitarias

intestinales

El VIH produce una inmunosupresiéon progresiva que compromete la
capacidad del organismo para defenderse frente a infecciones oportunistas. La
destruccion selectiva de los linfocitos T CD4+ constituye el mecanismo central
de esta inmunosupresion, que resulta en un deterioro funcional inicial de la
inmunidad celular y, por consiguiente, de la humoral y de la innata [16]. Ademas
del dafio a este nivel, la replicacién viral persistente genera una sobrecarga de
antigenos que mantiene al sistema inmunoldgico en un estado de activaciéon
constante. Esta estimulaciéon crénica interfiere en los procesos normales de
maduracién y activacion de los linfocitos T CD4+ y CD8+, lo que conduce a un
agotamiento funcional de estas células y favorece un envejecimiento acelerado

del sistema inmunitario [17].

En la fase final o estadio SIDA, que se define por un ntmero de
linfocitos CD4+ menor a 200, el paciente alcanza un punto critico de deterioro
inmunolégico que favorece la infeccién por pardsitos oportunistas, en especial
patégenos intracelulares, como Mycobacterium tuberculosis, Leishmania spp.,
Trypanosoma cruzi, Cryptosporidium spp., Microsporidium spp., etc. [18,19], que
pueden producir cuadros clinicos y reactivaciones agudas mds severas que no
se suelen ver en personas inmunocompetentes. Aunque en los estudios no se
ha demostrado una mayor gravedad del cuadro de S. stercoralis en PVV, su
prevalencia es mayor en este colectivo por las condiciones de vulnerabilidad
que sufren [20-22]. Asimismo, los estudios no han sido concluyentes sobre si
la coinfeccion VIH-HTLV es mas grave que la monoinfeccién. No obstante, las
importantes similitudes en ambos retrovirus (tropismo por los linfocitos T CD4+
y CD8+, similares rutas de adquisicion: sexual, parenteral y vertical), mantienen
la sospecha de que dicha coinfeccién pueda asociarse a una mayor frecuencia y
gravedad clinica en PVV [23].

La alteracion de las barreras mucosas intestinales es otro factor importante en
la relacién entre VIH y parasitosis. Desde fases tempranas, el VIH induce una
disbiosis intestinal y una disrupcion de la integridad epitelial, favoreciendo la
translocacién microbiana y la colonizacién por parésitos como Giardia duodenalis
y Entamoeba histolytica, cuya patogénesis depende de la adherencia a la mucosa y

de la evasion de mecanismos inmunitarios locales [24].

Las parasitosis y el HTLV, pueden actuar como cofactores que aceleran la
progresion de la enfermedad por VIH, debido a su impacto negativo sobre el
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estado nutricional y a la activacién inmune persistente que promueven. Por lo
tanto, la prevencién de la adquisiciéon del HTLV y el tratamiento de las personas
con VIH contra helmintos en dreas con una prevalencia alta de ambas infecciones

podria ayudar a retrasar la progresion de la enfermedad por VIH [25].

Por ultimo, algunos tratamientos inmunosupresores como la terapia con
corticoides, se utilizan de forma més frecuente en pacientes con infecciones
oportunistas asociadas al VIH, como es la neumonia por Pneumocystis carinii,

agravando parasitosis concomitantes, por ejemplo, S. stercoralis [15].

Por todo esto, en poblaciones donde el VIH y estas infecciones ocultas
son frecuentes, como en las zonas rurales amazoénicas del Pert, es esencial
implementar enfoques integrales de atencién que contemplen la vigilancia y
tratamiento de coinfecciones parasitarias, como parte de la estrategia de control
de la pandemia por VIH [26].

Figura 1.5: Atencion a un paciente en la clinica TARGA del Hospital de Apoyo
de Iquitos. Fuente: propia
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1.2. Infeccién por Strongyloides stercoralis

1.2.1. Aspectos generales de la infeccion

Hasta un cuarto de la poblacién mundial podria estar infectada por parasitos
intestinales [27-29]. Dentro de este grupo, los geohelmintos (por ejemplo
Strongyloides stercoralis, uncinarias, Trichuris trichiura o Ascaris lumbricoides) estan
reconocidos por la Organizaciéon Mundial de la Salud como una enfermedad
tropical desatendida, ya que su carga de enfermedad es desproporcionadamente
mayor en situaciones de pobreza y vulnerabilidad [30]. En la Tabla 1.1 se
describen las prevalencias estimadas para los distintos geohelmintos en el
mundo. La gran mayorfa de las infecciones (67 %) se producen en Asia,
seguido de zonas rurales de Africa, donde la carga disminuye de forma maés
paulatina que en otras regiones. América Latina ocupa el tercer lugar [29,31,32].
Strongyloides fuelleborni fuelleborni y Strongyloides fuelleborni kellery son especies
muy infrecuentes, pero para los que se han reportado infecciones en humanos
en Africa, Asia y Oceania [33,34].

Strongyloides stercormlis
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Figura 1.6: Ciclo biolégico del pardsito Strongyloides stercoralis. Fuente: CDC.
Recuperado de: https://www.cdc.gov/dpdx/strongyloidiasis/index.html
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Tabla 1.1: Prevalencia global y distribucion regional de los principales helmintos

intestinales

Parasito

Prevalencia global

Distribucién regional

Ascaris lumbricoides

804-1200 millones

El helminto maés

distribuido, sobre todo en Asia y

ampliamente

Africa. En Latinoamérica predomina

[29,35,36] en Ecuador (35 %), Venezuela (28 %)

y Colombia (26 %) [35,37].
Predomina en Africa Central y
Trichuris trichiura 290-447 millones es menos prevalente en Asia. En
[29,31,35] Latinoamérica destaca en Venezuela

(28.4 %) [35].

Distribuciéon similar a T. trichiura,
Uncinarias 920479 millones con baja prevalencia en , A'sia
(Ancylostoma [29,31] Central y elevada en Africa.
duodenale y Necator ’ Presenta solapamiento geogréfico

americanus) con Strongyloides stercoralis.
Predomina en el Sudeste Asiatico,
el Pacifico Occidental y Africa
Subsahariana Occidental. En
Strongyloides 300600 millones [32] | Latinoaméricay el Caribe es frecuente

stercoralis

en Panaméd, Costa Rica, Colombia,
Brasil y Pert, con una prevalencia
global aproximada del 7% y valores
de hasta el 30% en zonas rurales de
selva [32,38,39].

S. stercoralis es un geohelminto o nemdtodo cosmopolita, mas prevalente en

lugares tropicales de clima célido y himedo, especialmente rurales o con pobres

condiciones de higiene. Su principal via de adquisicién es la cutanea, al caminar

descalzo por suelo que contenga las larvas, que penetran a través de la piel [40].

Otras vias descritas de transmision son la oral, sexual, parenteral o a través del
trasplante de 6rganos [14,33,41-43].

Su importancia clinica recae en dos aspectos principales: su alta prevalencia,

que podria estar infraestimada por la baja sensibilidad de las técnicas

diagnésticas convencionales, y la capacidad de perpetuar la infeccién en el
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huésped de forma crénica y poco sintomdtica (“autoinfecciéon”), produciendo
cuadros clinicos graves en situaciones de inmunosupresion [44]. Su distribucién
podria sufrir solapamiento con la de otros geohelmintos que compartan
caracteristicas biol6gicas y epidemioldgicas similares (por ejemplo, uncinarias), lo

que podria ayudar a superar la complejidad diagnéstica de S. stercoralis [39,42,45].

La capacidad de “autoinfecciéon” de S. stercoralis, incluso afios después de que
el huésped se haya alejado de la fuente de contagio, se debe a que, entre las
larvas intestinales, hay algunas no infectivas (rabditiformes) que maduran a la
forma infectiva (filariforme) antes de llegar al exterior, adquiriendo capacidad
para penetrar de nuevo en el torrente sanguineo a través de la barrera intestinal o
la zona perineal, lo que reiniciaria el ciclo de infeccién y lo perpetuaria de forma
durante afios [44]. Por este aspecto, su prevalencia es mayor en adultos que en
nifios [38,46].

La respuesta inmunitaria adaptativa a S. stercoralis es tipicamente Th2-
mediada, con liberacién de interleucina (IL)-5, que conduce a un mayor
reclutamiento y activaciéon de eosinéfilos, e IL-4, que promueve el cambio de
clase de las inmunoglobulinas secretadas por las células B a IgE. Otra citoquina
relevante, la IL-13, causa un aumento del peristaltismo, aumentando la expulsién
de larvas. Posteriormente, la degranulacién de mastocitos y eosinéfilos, afiadido
a la liberacién de sustancias toxicas, dafian las larvas. La expresion de células T
reguladoras podria, de forma opuesta, conducir a una disminucién de los niveles
de IL-5 e IgE, y presumiblemente a un menor aclaramiento de las larvas [47]. Por
tanto, ciertas condiciones de inmunosupresién favorecerdn la adquisicién y/o
gravedad de esta infeccion.

La infeccién por S. stercoralis es asintomética o paucisintomética en un 60-
75 % de los casos, siendo en muchas ocasiones una elevacion de los eosinéfilos
o de IgE en sangre el tnico dato de sospecha inicial [40]. Esta estd presente
desde la fase aguda y disminuye en cuadros graves debido a la inmunosupresién
frecuente de estos pacientes o del uso de esteroides. Por ello, su presencia se
relaciona con mejor prondstico [33]. En el caso de clinica asociada, S. stercoralis
puede presentarse de forma aguda (invasién de la larva de 6érganos intermedios
como la piel o el pulmén, en su paso hacia el tracto digestivo) o crénica, con
sintomatologia inespecifica (nauseas, prurito, diarrea, pérdida de peso...) [44]. Si
en algiin momento el huésped presenta alguna condicién de inmunosupresion,
la fase crénica puede agudizarse de nuevo, dando lugar a un cuadro grave o
de “hiperinfeccién” [48,49]. Esto se debe a un aumento de la tasa de replicacion
y autoinfeccién de las larvas y, por tanto, una mayor carga parasitaria en los
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6rganos habitualmente afectados (piel, pulmén y tracto gastrointestinal), con
sintomatologia sistémica grave y mortalidad superior al 80% [50]. La causa
de muerte, en muchas ocasiones, es secundaria a bacteriemia de bacterias
presentes en el trasto intestinal, por traslocacion o “arrastre” de las larvas durante
su migracién. En caso de que las larvas afecten a 6rganos habitualmente no
implicados (sistema nervioso central...), se denominara infeccién diseminada,

aunque esta entidad no siempre ha de correlacionarse con una mayor gravedad
[33].

El diagnoéstico de esta infeccién, como veremos en el apartado especifico, es
todo un desafio, dada la frecuente ausencia de clinica y la escasa e intermitente
excrecion de las larvas en las heces, lo que disminuye la sensibilidad de las
pruebas microbioldgicas. Se suele realizar en la fase crénica, a partir de la tercera
o cuarta semana, cuando las larvas ya son detectables en heces y los anticuerpos
en suero o sangre. Se aconseja un abordaje multiple con técnicas microbioldgicas,
serolégicas y/o moleculares, sin que ninguna pueda considerarse el estdindar de
oro por si sola [44].

Actualmente ivermectina es el fairmaco de eleccién para el tratamiento de
la estrongiloidiasis, aunque la mayor parte de los ensayos clinicos realizados
se han centrado en el tratamiento de la infeccién crénica y no del sindrome
de hiperinfeccién, en el que habitualmente se prolonga la ivermectina durante
al menos dos semanas. En pacientes que no toleran este fdrmaco, el uso de
albendazol es una alternativa razonable, aunque las tasas de curacién son
inferiores en los ensayos clinicos, alrededor del 63 % [15,40,51].

1.2.2. Epidemiologia en el Pert

Los estudios de seroprevalencia de S. stercoralis en el Perti son escasos y los
datos muy variados dependiendo de la zona geografica a estudio, el tipo de
prueba diagnostica, el nimero de muestras recogidas por paciente o la forma
de presentaciéon. En un estudio realizado con los datos obtenidos durante el
periodo 1981-2010 por el Sistema de Informacién Sanitaria del Ministerio de
Salud del Perti [52] y su actualizacion realizada por Vidal-Anzardo et al. en el
periodo 2010-2017 [53], la prevalencia de S. stercoralis a nivel nacional oscilaria del
0.3 al 39 %, con una media del 6.25 % y una tendencia descendente. No obstante,
la prevalencia ascenderia hasta un 13.6 % en los departamentos de selva: Loreto,

San Martin, Pasco, Ucayali y Amazonas. En los estudios de Buonfrate et al. de
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2015 y 2020 [32,54], se estableci6 que la prevalencia nacional de estrongiloidiasis
estaria entre el 10 y el 20 % [32,54]. En una revision sistemédtica con metaandlisis
de 2021 [55], se describe igualmente una gran heterogenicidad, de entre el 0.3 al
45 %, con una media del 7.34 %, menor en nifios (5.6 %).

En cuanto a la presencia del pardsito en heces, en el Pert los estudios son
mas mayoritarios en la costa, con prevalencias entre el 0.8 % y el 4.2 % [56,57],
que ascienden hasta un 24.5% en zonas rurales [58]. A pesar de que se espera
una prevalencia atin mayor de este pardsito en las zonas selvéticas, los estudios
realizados en estos entornos siguen siendo muy escasos. En Iquitos contamos
solo con estudios observacionales, en los que la seroprevalencia excede de forma
consistente el 30 %, con estudios recientes que la elevan al 33 % en embarazadas
[59], el 65 % en poblacién general [60] y 72 % en zonas periféricas de la ciudad
[39].

En cuanto a la presencia de larvas en heces, el estudio de Ortiz et al. [59] en
embarazadas es el mds reciente, concluyendo una prevalencia del 13.9 %, similar
a otros en poblacién general [39] que encontraron aproximadamente un 10 % de
prevalencia de larvas, con una diferencia constante del 20 % entre las tasas de
seropositividad y la presencia del pardsito en heces [61]. En zonas periféricas [39],
rurales [62-64] o en grupos de riesgo como los militares [65], las prevalencias

oscilaron entre el 8.7 y 28.8 % de heces positivas.

Hay escasos estudios sobre la prevalencia de la coinfecciéon de S. stercoralis
y VIH a nivel global y, especificamente, en el Pert, sin ningin estudio
relevante al respecto en la Amazonia peruana [15,66]. Una revisién sistematica
de estrongiloidiasis en Latinoamérica estimé su prevalencia en PVV en el
5%, ascendiendo a un 8% en paises como Cuba, Brasil y Venezuela [67]. La
evidencia mas relevante la encontramos en estudios realizados en Brasil, con
cifras heterogéneas: del 2-4 % en la ciudad de Sao Paulo [68] al 30 % en la ciudad
tropical de Fortaleza [20], que comparte similitudes con la Amazonia peruana.
Ehsan et al. [66], es uno de los pocos que concluye una prevalencia de S. stercoralis
en heces en PVV del Perd, de un 6.9 %. Hasta la fecha, no contamos con ningtn

dato sobre prevalencia de S. stercoralis en PVV en el Departamento de Loreto.

1.2.3. Factores de riesgo de adquisicién y gravedad

En los estudios epidemioldgicos, la falta de instalaciones sanitarias adecuadas

en la vivienda (y no tanto la falta de suministro de agua potable), ha sido
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identificado como uno de los principales factores predisponentes para la
adquisicién de S. stercoralis, asi como las actividades de granja, caminar descalzo
fuera de casa o vivir en zonas humedas [44,69-71]. Las dreas donde el movimiento
poblacional es mds significativo debido a la afluencia de inmigrantes y refugiados
procedentes de dreas endémicas tienen, asimismo, una mayor prevalencia de
enfermedad [42]. Por dltimo, ciertas condiciones de inmunosupresiéon también
han sido descritas como factores de riesgo para la adquisicién y severidad de la
infeccion por S. stercoralis [46]. Las més establecidos son:

= Infeccién por el virus linfotrépico de células T humanas 1 (HTLV-1):
transmitido por lactancia materna y endémico en el Perti, sobre todo
en zonas andinas, con una prevalencia estimada en Iquitos del 1-2%
[59], HTLV-1 es uno de los principales factores de riesgo para la
adquisicion e hiperinfeccion por S. stercoralis, incluso en ausencia de otra
inmunosupresién [40]. Ademads, estudios observacionales han reportado
una mayor tasa de fracaso del tratamiento antiparasitario en estos pacientes.
El mecanismo subyacente parecen ser las alteraciones en la respuesta
mediada por Th2, con aumento de la respuesta T reguladora, junto a las
alteraciones de la IL-5, que disminuyen los niveles de IgE [33]. Asimismo,
la estrongiloidiasis podria tener un impacto en la historia natural del HTLV-
1, habiéndose sugerido como cofactor para el desarrollo de la enfermedad
clinica por HTLV-1 [42,72]. Dada la importante carga de HTLV en el Perd,

esta infeccion se analiza en un apartado especifico.

» Tratamiento corticoideo: independientemente de la dosis, duracién o via de
administracién, es el factor de riesgo mas importante para hiperinfeccién
por S. stercoralis. Incluso en ciclos cortos de 1 semana o dosis de 20 mg
diarios ha sido asociado a enfermedad diseminada e incluso mortal [40].
No estéa claro si esto se debe a la supresion de los eosinéfilos o a un efecto
directo en los propios parasitos, que aceleraria el paso de larva rabditiforme
a filariforme [15].

= Trasplante de o6rgano sélido y hematopoyético: inicialmente fue
relacionada con el tacrolimus y el trasplante hematopoyético, aunque se ha

objetivado con otros farmacos y 6rganos trasplantados [33].

= Otros: hipogammaglobulinemia, neoplasias hematoldgicas, malnutricién y
otros farmacos inmunosupresores como los agentes quimioterdpicos o los

anticuerpos biolégicos [33].
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En cuanto a la coinfeccién S. stercoralis y VIH, a pesar de que el segundo
tiene una diana comun al HTLV-1 (los linfocitos CD4+), no parece condicionar
una mayor severidad del primero. Esto puede deberse a una modulacién del
sistema inmune por el VIH, que afecta predominantemente a la respuesta Thl
y la produccién de citoquinas por los Th2, lo que favoreceria mds las infecciones
bacterianas y virales que las causadas por helmintos. También se ha teorizado
que el VIH promueve el desarrollo larvario indirecto en pacientes estadio SIDA,
reduciendo, por tanto, la posibilidad de autoinfeccién [46]. Aunque inicialmente
se clasifico la hiperinfecién por S. stercoralis como una enfermedad definitoria
de SIDA, hay menos de treinta casos descritos de hiperinfeccién en pacientes
VIH [15], y estos parecen relacionados con la corticoterapia empleada en el
sindrome de reconstitucion inmune (SIRI) [44,73,74]. Si el SIRI ocurre debido
a la infeccion tdnica por S. stercoralis, todavia no ha sido esclarecido [33]. Sin
embargo, la mayoria de estudios recientes si apuntan a una mayor prevalencia de
S. stercoralis en PVV de manera significativa [46], debido, como se ha comentado,
a los factores de vulnerabilidad relacionados con la infeccién con VIH y al mayor
uso de corticoides en infecciones oportunistas o en SIRI [66,69]. Otros factores
de riesgo que han sido analizados en pacientes con PVV en pequefios estudios
son el estadio avanzado de la infeccion [46], el sexo masculino [70], la carga
viral elevada, la orientaciéon no-heterosexual [68], el alcoholismo [46] o el trabajo

relacionado con la agricultura o el ganado [21].

Por tanto, podemos concluir que la poblaciéon VIH tiene un riesgo mayor de
morbilidad asociado a S. stercoralis que en poblacién general, ademés de una

mayor letalidad si hay toma concomitante de corticoides.

1.2.4. Diagnéstico parasitolégico

Técnicas diagndsticas disponibles y sus limitaciones

El diagnéstico de S. stercoralis es complejo y precisa de la combinacién de
diferentes técnicas [75]. Las opciones disponibles se pueden dividir en tres
grandes grupos: microscopia (técnicas de diagnoéstico convencional), serologia y
analisis molecular (Tabla 1.2) [31,33,76].

A diferencia de otras infecciones de parésitos intestinales, donde se detectan
huevos parasitarios en las muestras fecales, el ciclo biolégico de S. stercoralis

implica una eclosién de los huevos dentro del intestino, detectandose larvas
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rabditiformes en las heces. En caso de hiperinfeccién, se podrian detectar también
larvas filariformes, pudiendo encontrase el parasito en otros fluidos ademas de
las heces: esputo, liquido pleural o liquido peritoneal. Por tanto, la técnica de
Kato-Katz (que sirve para la visualizacién de huevos en las heces), no es aplicable

a este nematodo [75].

En la fase crénica de la infeccion, la carga larvaria suele ser intermitente o
de baja intensidad, por lo que la sensibilidad de la microscopia convencional es
limitada (<50 %), precisdndose el andlisis de mds de tres muestras para obtener
una rentabilidad fiable. Otra forma de mejorar el rendimiento de la microscopia
es el uso de métodos especificos de recuperacién de lavas, como el método de
Baermann, Harada-Mori o cultivo en carbén o placa de agar, més laborioso. Las
técnicas de concentracién de las heces (formol-éter), son menos sensibles en la

deteccion de este patégeno [15,77,78].

Los ensayos seroldgicos clésicos (incluidos los ensayos inmunoabsorbentes
ligados a enzimas (ELISA), test de inmunofluorescencia (IFAT) y sistemas de
inmunoprecipitacion de luciferasa [LIPS]), detectan la respuesta IgG del huésped
contra el antigeno (Ag) crudo de larva filariforme L3. Son mds sensibles que los
métodos de detecciéon de heces (>90 %), especialmente en zonas no endémicas
o viajeros sin contacto previo con la infecciéon. Sin embargo, su especificidad es
subdptima en regiones con elevada carga de parasitosis debido a la posibilidad
de reacciones seroldgicas cruzadas con otras parasitosis (especialmente filarias,
pero también otros helmintos como Ascaris o uncinarias), provocando resultados
falsamente positivos [79-81]. De hecho, un estudio reciente realizado en
embarazadas en Iquitos utilizando IgG ELISA de Ag crudo, encontré una
especificidad de tan solo el 70 % en esta zona endémica [59].

Otro inconveniente de la serologia surge en los pacientes inmunosuprimidos
con respuestas humorales débiles, puesto que esto disminuye la sensibilidad
de la prueba, con posibilidad de resultados falsamente negativos [33]. En
estos pacientes, los algoritmos de diagnostico recomiendan todavia mas
fervientemente la combinacién de la serologia con la confirmacién parasitolégica
o molecular para garantizar una sensibilidad diagnoéstica adecuada, manteniendo
la especificidad. Aunque se ha visto que el nivel de anticuerpos disminuye de
forma progresiva tras el tratamiento, estos pueden permanecer positivos durante
meses, por lo que la serologia no es ttil como método de confirmatorio de cura
tras el tratamiento. Ademds, no siempre permite diferenciar entre infeccién activa

o pasada [82].
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La fortaleza de la serologia, por tanto, radica principalmente en su alto valor
predictivo negativo para descartar la infeccién en poblacion inmunocompetente
en la fase crénica de la infeccién, o ayudar a su confirmacién en personas sin

contacto previo con parasitosis endémicas.

Recientemente, se han empezado a realizar estudios con antigenos larvarios
recombinantes (principalmente NIE y/o SsIR), en lugar de antigeno crudo, dado
que su fabricaciéon es menos laboriosa y aumentan la especificidad de la prueba
al reducir las reacciones cruzadas [33]. En los tltimos afos se estdn desarrollando
técnicas de inmunocromatografia (ICT) rdpida para deteccién de antigenos de S.
stercoralis, con dispositivos portétiles, mas faciles de utilizar y de menor coste,
especialmente ttiles para su uso en terreno sin personal entrenado (point-of-care)
[83,84]. Algunos ICT de antigenos recombinantes, como el Strongy Detect de
Inbios [85,86], ya han sido validados de forma previa a su comercializacién,
aunque todavia no estdn disponibles para uso clinico rutinario. Sin embargo, el
problema de la sensibilidad subéptima en inmunodeprimidos no ha sido resuelta
con este método, por lo que se debe seguir usando un diagndstico combinado en
estos pacientes [87].

Control (C)

Prueba (T)

Muestra diluida
con tampon

Figura 1.7: Test tipo cassette para S. stercoralis, con resultado negativo
(izquierda) y positivo (derecha). Fuente: Noordin et al., 2022 [88]

Las técnicas moleculares, en especial los ensayos basados en PCR realizada en
heces, ofrecen alta sensibilidad y especificidad para detectar cargas parasitarias
bajas [89], pero su implementacién clinica generalizada sigue limitada por la
falta de estandarizacion, su sensibilidad variable (del 38 al 95% en estudios,
dependiendo del contexto epidemiolégico, la poblacién o el comparador) y la
posibilidad de que haya inhibidores de la reaccién PCR en las heces [90-93]. Por
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otra parte, el mayor coste y la necesidad de contar con cierta infraestructura
en el laboratorio, hace que ésta sea una técnica poco implementada en zonas
endémicas con pocos recursos [94]. A este nivel, la amplificacién isotérmica
mediada por bucle (LAMP), un método de amplificacién de ADN rdpido y visual,
con sensibilidad y especificidad similares o superiores a la PCR convencional, es
mas adecuado para estos entornos. Futuras investigaciones deberian combinarlo
con sistemas cerrados de extraccion y deteccion para reducir la contaminacién y
los falsos positivos [95]. La positividad de la PCR disminuye de forma progresiva
tras el tratamiento, pudiendo tener un papel en el control post-tratamiento [89].

Dado que cada técnica (parasitolégica, inmunolégica y molecular) presenta
sus ventajas e inconvenientes, ninguna debe utilizarse como prueba diagndstica

independiente.

Figura 1.8: Calle sin asfaltar en Iquitos. Fuente: propia
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Tabla 1.2: Caracteristicas de los principales métodos diagndsticos para S.
stercoralis [96-98]
Método diagnostico Sensibilidad Especificidad Comentarios
Microscopia directa Baja sensibilidad. Requiere
(frotis de heces) 25-50 % 100 % multiples muestras (carga
baja e intermitente)
Métodos de Sensibilidad  moderada.
concentracion 48-55 % 100 % Proceso laborioso (carga
(formol-Eter) baja e intermitente)
Técnica modificada 70-75% 99.7-100 % Requiere heces frescas.
de Baermann Procesamiento manual
Puede contaminarse
Cultivo en agar 89-95 % 99.7-100% | POF hongos.
Requiere incubacién.
Disponibilidad limitada
Cultivo en carbén 38-50 % 99.7-100 % Menor sensibilidad que en
agar. Requiere incubacién
Técnica de Baja sensibilidad.
Harada-Mori 24-45 % 99.7-100 % Requiere incubacion.
Disponibilidad limitada
Alta  sensibilidad en
inmunocompetentes.
Pruebas serolégicas 7(3_9? o 74_190 o Reactividad cruzada
(ELISA, TFAT, LIPS) (tecnfca' (reacciones | (&) ascariasis...).
dependiente) cruzadas) Descenso lento tras
tratamiento. Barreras
logisticas [40,99,100]
Alta especificidad,
sensibilidad variable
(falta de estandarizacion,
Técnicas Moleculares 38-95 % 95-100 % variabilidad ~ geografica
(PCR, LAMP) (variable) de las cepas, posible
inhibicién). Barreras
logisticas (menores
en LAMP). Alto coste.

[96,100]
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1.2.5. Otros helmintos intestinales

Las geohelmintiasis intestinales producidas por otros nemdatodos se
transmiten generalmente por via fecal-oral, a través de la ingestiéon de huevos o
larvas presentes en agua o alimentos contaminados (Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura...), a excepciéon de las uncinarias Ancylostoma duodenale y Necator
americanus, que penetran a través de la piel, como S. stercoralis [101]. Enterobius
vermicularis puede transmitirse por autoinoculacién y dispersion de huevos en el
ambiente domiciliario [102]. El cuadro clinico depende de la especie parasitaria
y de la carga infectante. Si bien muchas infecciones son asintomaéticas, otras
pueden producir dolor abdominal, diarrea, anemia ferropénica (especialmente
la anquilostomiasis), desnutricién o retraso en el crecimiento en poblaciones
pedidtricas [103]. En personas con infeccion por VIH, la inmunosupresién
se asocia con mayor persistencia, intensidad sintomatica y carga parasitaria,
aunque, a diferencia de S. stercoralis, no suelen producir infecciones diseminadas
[25].

En los departamentos de las regiones amazodnicas se estima un mayor
porcentaje de otros geohelmintos que en zonas de montafia o costa, a pesar
de ser dreas menos representadas en los estudios. En una publicacién de 2013
[104], donde se compararon tasas de geohelmintiasis entre poblacién indigena
y no indigena en la Amazonia peruana, se describen prevalencias el doble de
elevadas en personas indigenas (70 % vs 31 %). En el Per, solo se ha reportado
un estudio de prevalencia de parasitosis a nivel nacional [53]. Esta revisién
sistematica estd realizada con datos poblacionales del Sistema de Informacién en
Salud del Ministerio de Salud desde el 2010 hasta el 2017. La prevalencia nacional
de geohelmintos en 2017 fue del 3.3 %. Sin embargo, el Departamento de Loreto
destaco por tener la mayor prevalencia de helmintos del pais (12.8 %), seguido de
otras zonas de selva. A pesar de que el 70 % de las regiones han experimentado un
descenso de la carga parasitaria desde 2010 gracias a programas de tratamiento
antiparasitario en masa, Loreto sigue teniendo una prevalencia relativamente
estable. El pardsito mds aislado a nivel nacional fue A. lumbricoides (0.3 % en
el Pert y 2.4% en Loreto). T. trichiura y uncinarias fueron menos frecuentes,
probablemente por las medidas de desparasitacion citadas. Este estudio tiene
limitaciones: solo se utilizaron técnicas microbiolégicas convencionales, se realiz6
en centros de salud, menos accesible para poblacion rural, y en poblacién general,
por lo que estos datos pueden estar infraestimados.
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La elevada carga de parasitosis intestinales a nivel global se ha relacionado
con algunos factores de riesgo comunes: bajo nivel socioeconémico y cultural
(inadecuado conocimiento sobre transmisiéon y métodos de prevencién), ademas
de con acceso limitado al agua potable, mala higiene personal, deficiente
saneamiento ambiental y mala conservacién de los alimentos, mas frecuentes
en comunidades rurales y que afectan de forma mds acusada a la presencia
de geohelmintos que a la de otros parésitos intestinales [104]. Los nifios y los
inmunosuprimidos también son mds vulnerables a la adquisicién de parasitosis

en términos generales.

El diagnoéstico de geohelmintos distintos a S. stercoralis se fundamenta, en gran
medida, en la identificacion de huevos en muestras de heces mediante técnicas
coproparasitolégicas como la de Kato-Katz. Este tiene una sensibilidad adecuada
para detectar infecciones moderadas y altas (74-95%), especialmente de A.
lumbricoides, en huevos por gramo de heces, siendo una técnica estandarizada y
reproducible, por lo que se mantiene como método recomendado, especialmente
en zonas de bajos recursos [105]. Sin embargo, presenta limitaciones en la
deteccion de infecciones de baja carga, particularmente en el caso de uncinarias,
debido a la rdpida desintegracion de sus huevos tras la preparacién de la lamina.
Esto ha llevado a la exploraciéon de métodos alternativos, como las técnicas de
concentracioén por éter, flotacion o sedimentacién, que, aunque mds laboriosas,
incrementan la sensibilidad, particularmente en escenarios post-intervencion,
donde hay menos carga parasitaria. Como en el caso de S. stercoralis, la
visualizacién de multiples muestras aumenta la sensibilidad [106,107].

En los dltimos afios, las técnicas moleculares como la PCR han emergido
como herramientas de alta sensibilidad y especificidad para la deteccién de
helmintos intestinales, permitiendo identificar infecciones de baja intensidad y
distinguir especies morfolégicamente similares. No obstante, las limitaciones
previamente comentadas restringen su aplicabilidad en estudios de campo en
regiones endémicas con recursos limitados [76,108].

El tratamiento habitual incluye antihelminticos de amplio espectro, como
albendazol o mebendazol, mientras que las medidas preventivas se basan
en la mejora de las condiciones de saneamiento, la higiene personal y la

desparasitacion periédica en comunidades de dreas endémicas [109].
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1.3. Protozoos intestinales

1.3.1. Aspectos generales de la infeccion

La carga global de protozoos intestinales (Giardia duodenalis, Entamoeba
histolytica y protozoos productores de esporas: Cryptosporidium spp., Cyclospora
cayetanensis, Cystoisospora belli y Microsporidia) podria ser incluso mayor a la de
geohelmintos (Tabla 1.3) [110]. En los daltimos afios, Blastocystis spp. ha emergido
como agente de interés, debido a su alta frecuencia y patogenia controvertida)
[111].

Los protozoos son responsables de un porcentaje destacable de diarreas
agudas y crénicas en regiones con condiciones sanitarias deficientes, ademas
de casos esporadicos en paises industrializados [112]. Se transmiten de manera
feco-oral, a través de la ingestion de quistes presentes en agua o alimentos
contaminados [113], o por contacto directo persona a persona, especialmente
en entornos con alta densidad poblacional, deficientes practicas higiénicas o
précticas sexuales oro-anales [114]. La infeccién por VIH podria ser un factor
de riesgo para la parasitosis por protozoos. En estudios observacionales, los
pacientes con cargas virales elevadas parecen tener mas prevalencia de protozoos
intestinales de forma significativa, asi como aquellos de edades extremas,
vivienda en una zona rural o consumo de agua no potable [115,116]. Ademas,
la inmunosupresién celular por VIH avanzado o trasplante de érgano parece
relacionarse con mayor gravedad de la infeccién por protozoos, especialmente
en casos de protozoos productores de esporas [117].

La deteccion de protozoos intestinales sigue basiandose en el examen
microscopico de heces para encontrar quistes o trofozoitos. Las técnicas mas
utilizadas son el examen en fresco (con solucién salina o yodo lugol) y las técnicas
de concentracién por flotaciéon (sulfato de zinc) o sedimentacion (formol-éter),
que aumentan la sensibilidad para detectar quistes y trofozoitos en muestras con

baja carga parasitaria [122].

Los ensayos de ELISA para antigenos facilitan la deteccién de protozoos en

grandes series de muestras y su aplicacién en estudios de prevalencia.
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Tabla 1.3: Prevalencia global y distribucion regional de los principales protozoos

[29,31]

intestinales
Protozoo Prevalencia global Distribucién regional
Sobre todo en México, Nigeria,
Bangladesh 'y Corea. 7%
en Sudamérica, con mas
Cryptosporidium spp. 64 -500 millones | 43105 en Brasil y Colombia.

Muy relacionado con nifios
e inmunosuprimidos, por lo
que las incidencias son muy

heterogéneas.

Giardia duodenalis

200 millones
[29,36,118]

Predomina en Asia, con un
25% de prevalencia general
en Latinoamérica (sobre todo
Venezuela, Colombia y México)

Entamoeba histolytica

104 millones [29]

Mayor prevalencia (500
millones) si no se diferencia
entre E. histolytica/dispar [119]

Blastocystis spp.

1 billén [36]

El protozoo méas ampliamente
distribuido (1-5% en paises de
alta renta y 30-60% en paises
de baja renta de climas calidos
[120,121]. En Latinoamérica
hasta en un 61,6 % en adultos

sintomaticos, y 41,6 % sin clinica

Como en la infeccién por S. stercoralis, el desarrollo de pruebas rapidas de

antigenos mediante ICT ha representado un gran avance para la deteccién de

algunos protozoos como Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis o Entamoeba

histolytica/dispar [123]. Existen test rdpidos combinados para estos tres pardasitos,

con tiempos de procesamiento cortos, siendo especialmente ttiles en contextos

clinicos y estudios epidemiolégicos donde se requiere un diagnéstico rdpido. Su

sensibilidad y especificidad, aunque altas, pueden ser inferiores a la de métodos

moleculares y no cuantifican la carga parasitaria [124]. Por tanto, estas técnicas

pioneras todavia precisan de mas estudios para poder situarlas de forma correcta

en el algoritmo diagnoéstico de los protozoos intestinales.
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Entane

Figura 1.9: Rentabilidad diagndstica de los test combinados
(Giardia-Cryptosporidium-Entamoeba). Fuente: Rojo-Marcos et al. [125]

Las técnicas moleculares han demostrado ser las herramientas més sensibles
y especificas para la identificaciéon de protozoos intestinales, permitiendo la
deteccién de infecciones subclinicas, la diferenciacién de subtipos y la deteccion
simultanea de multiples parasitos en una sola técnica de PCR. [126,127]. Los

inconvenientes son comunes a aquellos presentados para geohelmintos [108].

Albendazol tiene una eficacia limitada para los protozoos, contra los que
se suele utilizar metronidazol, tinidazol o nitazoxanida, siendo en ocasiones
necesaria la adicion de un fdrmaco que elimine los quistes luminales

(paromomicina), para evitar la recurrencia de la infeccién [31].

1.3.2. Cryptosporidium spp.

La criptosporidiosis es una infeccién protozoaria causada por parasitos del
género Cryptosporidium, siendo C. hominisy C. parvum las especies mdas implicadas
en las infecciones humanas [128].

La transmisiéon se produce por la ingestion de ooquistes esporulados
presentes en agua o alimentos contaminados, asi como por contacto directo con
personas o animales infectados [129]. Los ooquistes son altamente resistentes a
condiciones ambientales adversas y a desinfectantes comunes, incluido el cloro
a concentraciones habituales en sistemas de agua potable, lo que facilita la
ocurrencia de brotes epidémicos [130].
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Figura 1.10: Ciclo bioldgico del pardsito Cryptosporidium spp. Fuente: CDC.
Recuperado de: https://www.cdc.gov/dpdx/cryptosporidiosis/index.html

Cryptosporidium spp. se estd posicionando como una de las principales causas
de diarrea moderada-severa en paises de baja renta (20% de los episodios,
segunda causa de muerte por diarrea en menores de 2 afios). En paises de alta
renta podria causar hasta el 9 % de los episodios diarreicos. Ademéds, es el parésito
mas aislado en el huésped inmunosuprimido, seguido de Cyclospora cayetanensis
y Cystoisospora belli [128,129,131].

En Pert, la mayoria de los estudios disponibles corresponden a cohortes
comunitarias en poblacién infantil realizadas en Lima y Loreto, con una
prevalencia general estimada del 6-10% [132,133]. En pacientes con infeccién
por VIH, dos estudios hechos en Lima han reportado prevalencias de hasta
un 20 %, situando a Cryptosporidium spp. como el protozoo més frecuentemente
identificado y un agente etiolégico relevante de diarrea en este grupo [134-136].
La informacién poblacional en adultos y en pacientes con VIH es escasa, sin

investigaciones en Iquitos.

Cryptosporidium spp. se suele presentar de manera asintomdtica o con

una diarrea acuosa de diversa gravedad, autolimitada en individuos
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inmunocompetentes. Sin embargo, en pacientes inmunodeprimidos —
particularmente personas con SIDA— puede afectar a secciones més proximales
del intestino delgado, aumentando el volumen y la severidad de la diarrea, o
manifestarse como diarrea crénica, con malabsorcion y pérdida de peso, llegando

a ser potencialmente mortal [129,137,138].

El riesgo de adquisicién de Cryptosporidium spp. estd relacionado con el
consumo de agua no tratada, exposicion a aguas recreativas (primera causa de
brotes en piscinas seguido de Giardia duodenalis), el saneamiento inadecuado
y la convivencia con animales domésticos o de granja [139,140]. La poblacién
maés susceptible son los menores de dos afios, inmunodeprimidos, personas que
tienen contacto con animales, viajeros que regresan del extranjero o aquellos

hombres que practican sexo con hombres [129].

La gravedad de la infeccién estd determinada por el estado inmunitario del
huésped, en especial de la respuesta celular. Los pacientes con inmunodeficiencia
de células T son los de mayor riesgo, incluidos aquellos con infeccién con
VIH con recuentos bajos de linfocitos CD4 (<100 células/uL) [137], neoplasias
hematoldgicas (en particular nifios con leucemia aguda), deficiencias primarias
de células T como la inmunodeficiencia combinada grave o la deficiencia del
ligando CD40 (hiper IgM) [129]. En este grupo, la respuesta al tratamiento
especifico es limitada, siendo el control de la inmunosupresiéon subyacente la

medida mas eficaz [141].

Los ooquistes de Cryptosporidium spp. no se tifien adecuadamente con
métodos convencionales como el yodo lugol, requiriendo técnicas especiales
como la tincién de Kinyoun o la de Ziehl-Neelsen modificada, que permite
visualizar los ooquistes como estructuras rojo-cereza contra un fondo azul claro
[142]. Esta técnica es especifica (>90 %), pero precisa de cierto entrenamiento
y tiene una sensibilidad limitada en infecciones de baja carga (llegando a
valores del 50 %), por lo que se recomienda concentrar la muestra mediante
sedimentacion o flotaciéon antes de la tincién, analizar varias muestras de
heces o usar varias técnicas para aumentar la probabilidad de deteccién
[143]. La tincién con auramina es una alternativa, igual que los métodos de
inmunofluorescencia directa con anticuerpos conjugados con fluorocromos, que
mejoran la sensibilidad y especificidad del diagnoéstico, aunque requieren un

equipo més especializado [144].

El tratamiento de elecciéon en inmunocompetentes es la administracion de

nitazoxanida, que acorta la duracién de la diarrea. En el caso de los PVV, la terapia
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antirretroviral efectiva constituye la medida mdas importante, complementada
con el tratamiento sintomatico y la nitazoxanida. Las medidas preventivas
incluyen la mejora de la calidad del agua, el saneamiento, la higiene personal

y el control de fuentes zoonéticas [145].

1.3.3. Giardia duodenalis

Tradicionalmente conocida como Giardia lamblia, es un protozoo flagelado
muy prevalente a nivel global. Se transmite por ingestion de quistes en
agua o alimentos contaminados y por contacto persona a persona (guarderias,
comunidades cerradas), dado que sus quistes pueden resistir semanas, incluso
en agua fria [146].

El trofozoito se fija al epitelio del duodeno y yeyuno, provocando dafio
mecénico y atrofia de las microvellosidades, alterdndose la absorcién de grasas
y carbohidratos, y la disminucion de las enzimas disacaridasas (particularmente
lactasa), sin invasién mucosa ni produccion de tlceras. Como clinica principal,
causa diarrea acuosa o pastosa, esteatorrea, flatulencia, nduseas y malestar

epigastrico, con malabsorcién y pérdida ponderal [147].
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Figura 1.11: Ciclo bioldgico del pardsito Giardia duodenalis. Fuente: CDC.
Recuperado de: https://fwww.cdc.gov/dpdx/giardiasis/index.html
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Giardia duodenalis podria ser el protozoo més frecuente en el Perd, con una
prevalencia del 3 al 50 %, predominando en zonas costeras, rurales y en poblacion
infantil [132]. En cuanto a la Amazonia peruana, hay escasos estudios. Uno de
los mas relevantes compar¢ la prevalencia de protozoos en el Hospital Militar
de Iquitos y el Hospital Regional de Loreto, siendo elevada en ambos, pero
mayor en el primero (15 % vs 4.8 %) [148]. En zonas rurales de selva se describen
prevalencias en torno al 20 % [149,150]. Segtn estos estudios, la infeccién por
Giardia duodenalis podria ser més frecuente en personas con VIH que en la
poblacién general, aunque el aumento no siempre es de gran magnitud y varia
seglin la regién y el estado de inmunosupresién [151]. En Iquitos no se han

encontrado estudios en esta poblacion.

La prueba rdpida de antigeno (ICT), comentada con anterioridad,
parece presentar la mejor combinacion de sensibilidad/especificidad para
Giardia duodenalis [124], comparado con Cryptosporidium spp. y Entamoeba
histolytica/dispar.

El farmaco de eleccion es el metronidazol o tinidazol, con altas tasas de

curacién y buena tolerancia [152].

1.3.4. Entamoeba histolytica

Entamoeba histolytica es un protozoo intestinal patégeno que, a diferencia
de especies comensales como Entamoeba dispar y Entamoeba moshkovskii, tiene

capacidad de invadir tejidos.

Su ciclo de vida comprende la ingestién de quistes maduros por via feco-oral,
excistacion en el intestino delgado y transformacién en trofozoitos activos en el
colon, que pueden invadir la mucosa intestinal (colitis ulcerativa o disenteria) o,
en algunos casos, diseminarse por via hematogena hacia el higado, generando
abscesos. Puede presentarse desde formas asintomadticas hasta cuadros de
disenteria amebiana con diarrea sanguinolenta, fiebre y, en casos graves, abscesos
hepéticos [153]. Ademads, pueden causar anemia ferropénica, malnutricién y
retraso del crecimiento en nifios, con disminucién de su rendimiento escolar
[113].
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Figura 1.12: Fiqura 11. Ciclo bioldgico del pardsito Entamoeba histolytica.
Fuente: CDC. Recuperado de: https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/index.html

Entamoeba histolytica/dispar (utilizamos este término por la incapacidad en la
mayoria de estudios de diferenciar la especie patégena de la comensal a nivel
microscopico) podria ser el segundo protozoo maés aislado en poblacion general
en Perd, pero su prevalencia es muy heterogénea, del 4 al 30 % [154], pudiendo
estar sobrestimada por la limitaciéon comentada. En Iquitos, se concluyé una
prevalencia del 10 % en militares, 4.8 % en el Hospital Regional de Loreto [148]
y 24 %, en el sur de la ciudad [155]. En un estudio realizado en el alto Marafién
se describen prevalencias en torno al 13 % [150]. En cuanto a la poblacién VIH,
en estudios en Lima la prevalencia fue menor que en los protozoos previamente

comentados, alrededor del 1.3 % [134]. En Iquitos no se han encontrado estudios
relevantes al respecto.

La identificacion morfolégica de E. histolytica al microscopio presenta una
sensibilidad menor que las técnicas seroldgicas y moleculares, con la importante
limitacion de que E. histolytica es morfol6gicamente indistinguible al microscopio
6ptico convencional de E. dispar [156]. Los test rdpidos de antigenos podrian tener

una menor especificidad/sensibilidad que para Giardia duodenalis, por lo que en
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algunos estudios se recomienda combinarlos con otras técnicas si la sospecha es
elevada [124]. Las técnicas moleculares si permiten distinguir entre la especie

patdégena y las comensales [127].

En la amebiasis invasiva por Entamoeba histolytica se recomienda metronidazol
seguido de un amebicida intraluminal como paromomicina, con el fin de

erradicar los quistes y prevenir recurrencias [157].

1.3.5. Blastocystis spp.

Blastocystis hominis o, dada su alta diversidad genética, Blastocystis spp., es
un protozoo intestinal anaerobio de distribucién mundial (hasta un billén de
personas), siendo el pardsito mds comin encontrado en el tracto intestinal de

los seres humanos [158,159].

Su ciclo no ha sido descrito en su totalidad, pero hay evidencia de transmisién
feco-oral, con posibilidad de contagio por agua o alimentos contaminados,
persona-persona y, probablemente, zoonética [159,160]. Tiene cuatro morfotipos
representativos: quistico, granular, ameboide y vacuolar, lo que ha llevado a
dificultades para su clasificacién, habiendo sido inicialmente confundido con una
levadura [121]. Se han definido hasta 26 subtipos diferentes, entre los cuales el
ST1, ST2, ST3 y ST4 son los mas prevalentes en humanos, causando mas del 90 %
de infecciones, en especial ST3 [161,162].

Se trata de un pardsito cosmopolita, con prevalencias del 1-5% en paises
de alta renta hasta el 30-60 % en paises tropicales de baja renta. En el Pera
es extremadamente frecuente, con prevalencias de hasta el 92 %, especialmente
en nifios indigenas [121,163,164]. En la zona de Iquitos podria encontrarse en
al menos un 25 % de la poblacién, aunque los estudios son escasos [150]. En
PVYV, contamos con el estudio de Chincha et al., hecho en Lima, que estima una
prevalencia del 24.6 % [163], sin que haya estudios fiables en esta poblacién en

Iquitos.
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Figura 1.13: Ciclo bioldgico del pardsito Blastocystis spp. Fuente: CDC.
Recuperado de: https://fwww.cdc.gov/dpdx/blastocystis/index.html

La patogenicidad de Blastocystis spp. es controvertida y, por tanto, la necesidad
o no de tratarlo cuando se detecta. Tradicionalmente se ha considerado un
protozoo comensal, dado que su clinica es inespecifica y a menudo puede
explicarse por otras coparasitaciones, siendo un hallazgo frecuente en individuos
asintomdticos y sugiriéndose en algunos estudios que podria relacionarse con
una microbiota saludable. Sin embargo, también hay datos clinicos, fenotipicos y
genotipicos que cuestionan este hecho. Entre ellos que, a mayor carga parasitaria,
mayor frecuencia de sintomatologia, que el tratamiento dirigido mejore la
sintomatologia, y que los subtipos difieran entre individuos sintomaticos y
asintomaticos. Esta gran diversidad genética, de hecho, podria ser una de las
explicaciones a su comportamiento criptico [121,165].

Aunque en la mayor parte de casos la infecciéon es asintomaética, se ha
asociado con diarrea y trastornos digestivos como dolor abdominal, nausea
o vomitos), llegando incluso a establecer relacién entre sindrome de intestino
irritable y la presencia de Blastocystis spp. Mas raramente, podria producir
también alteraciones cutdneas tipo urticaria [165].
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Algunos de los principales factores de riesgo para la adquisiciéon de
Blastocystis spp. son el contacto estrecho con animales y las condiciones higiénicas
pobres que aumentan la exposiciéon feco-oral [120,162]. Algunos estudios
sugieren que los pacientes inmunocomprometidos, incluyendo PVV, presentan
mayor susceptibilidad a Blastocystis spp., en especial pacientes con recuentos
bajos de CD4+ o elevada carga viral, sugiriéndose un caracter oportunista de la
infeccion [159,165-167]. En otros estudios, sin embargo, no hubo asociacién clara
[163]. Varios autores han publicado prevalencias mayores en varones que tienen

sexo con hombres debido a practicas sexuales con contacto oro-anal [168].

Se diagnostica por microscopia, cultivo y/o técnicas moleculares, de forma
similar a otros protozoos [169,170]. Su tratamiento solo se recomienda en
personas sintomaticas sin otro causante de la enfermedad. Algunos farmacos

utiles son metronidazol, cotrimoxazol o nitazoxanida [125].

Otros protozoos comensales de escasa patogenicidad (comensales) que
pueden ser aislados con métodos similares a Blastocystis son Entamoeba coli,
Endolimax nana o lodamoeba biitschlii. Los dos dltimos han sido relacionados de
forma ocasional con diarrea y urticaria en nifios y pacientes con VIH [171,172].
Ademads, su presencia puede ser un indicador de contaminacién fecal y malas

condiciones de higiene o saneamiento comunitario [173].

1.4. Enfermedad de Chagas

1.4.1. Aspectos generales de la infeccion

La enfermedad de Chagas esta causada por el Trypanosoma cruzi, cuyo vector
es la chinche besucona o “vinchuca” del género Triatoma infestans, aunque
con creciente importancia de Rhodius en la cuenca amazonica. Es endémica en
Latinoamérica, principalmente en areas rurales, donde se estima que hay entre 6

y 8 millones de afectados [174].
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Figura 1.14: Ciclo biolégico del pardsito Trypanosoma cruzi. Fuente: CDC.
Recuperado de: https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html

La principal forma de transmisién es vectorial, a través de la picadura de la
chinche, que habita en paredes o techos de las casas de adobe, madera u hojas.
También puede ocurrir de manera congénita a través de la via transplacentaria
(5 % aproximadamente), endovenosa, por trasplante de 6rganos (especialmente
el cardiaco) y, en menor medida, oral (por la ingesta de fragmentos del parasito

en zumos o alimentos contaminados) [175].

La fase aguda de la enfermedad de Chagas se da en la primera o
segunda semana tras la picadura de la chinche y dura unas ocho semanas.
Suele ser asintomética, aunque en un pequefio porcentaje de casos aparecen
sintomas inespecificos como fiebre, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia o el
caracteristico signo de Romafia, un edema periorbitario y conjuntival unilateral
por la picadura de la chinche en la zona ocular [176,177]. En menos del 10 % de los
casos sintomadticos se desarrollan formas graves de la enfermedad (miocarditis
o meningoencefalitis), aunque éstas podrian ser méas frecuentes en infecciones
adquiridas por via oral. El tratamiento antiparasitario en la fase aguda permite la
curacién en hasta el 85 % de los pacientes [175].
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La mayoria de los pacientes pasardn por una fase asintomdtica indeterminada,
que puede durar afios. Un 30% de ellos progresaran hacia la forma cronica,
desarrollando cardiomiopatia chagdsica (la principal causa de mortalidad) o
enfermedad digestiva. Es en esta fase crénica en la que se suele diagnosticar la
enfermedad [178].
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Figura 1.15: Historia natural de la enfermedad de Chagas. Fuente: Rassi et al.
[177]

El diagnéstico depende de la fase clinica, aunque habitualmente es serolégico,
con necesidad de dos test positivos para un resultado positivo concluyente,
siguiendo las directrices de la OMS [174]. Se detallara en el apartado especifico.

El tratamiento antiparasitario estd indicado en la mayoria de los pacientes
infectados por Trypanosoma cruzi, con el objetivo de eliminar o reducir la
parasitemia, prevenir la progresion de la enfermedad y evitar la transmision.
Los farmacos de eleccién son benznidazol (5-10 mg/kg/dia en dos tomas) y
nifurtimox (10-15 mg/kg/dia en tres tomas), administrados por via oral durante
una media de 60 dias, siendo el benznidazol el tratamiento de primera linea en la
mayoria de los casos [179]. El mejor rendimiento se da en los casos agudos, donde
suele curar la infeccién, en nifios y adultos menores de 50 afios sin afectacién
cardiaca y en mujeres de edad fértil, para disminuir la transmisién vertical. Sin
embargo, dados los efectos secundarios cutdneos y digestivos frecuentes, y al

menor rendimiento de la medicaciéon, se debe individualizar su indicacién en



Capitulo 1. Introduccién 36

mayores de 50 afios con afectacion cardiaca crénica y en pacientes con cardiopatia
chagésica avanzada [174].

1.4.2. Epidemiologia en el Pera

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana afecta tipicamente
a personas viviendo en Centroamérica o América del Sur, con una mayor
incidencia en el cono sur (Bolivia, Argentina, Paraguay), debido a la distribucién
del vector. No obstante, los movimientos migratorios lo han expandido a regiones
no endémicas donde los pacientes suelen acudir en fase indeterminada o con
sintomas crénicos de la infeccién [175].

En el Pert podrian existir entre 650.000-680.000 infectados por T. cruzi
(prevalencia del 1-2 %), aunque no existen estudios con muestras representativas
ni sobre la distribucién del vector [180]. En un estudio en donantes de sangre
en Lima, la prevalencia de la enfermedad fue del 0.14%, con un 1.27% de
resultados indeterminados [181]. Los estudios puntuales a nivel regional o
local indican que la infeccién humana se localiza preferentemente en la regién
sudoccidental (Arequipa, Moquegua, Ica), donde la prevalencia ha disminuido
notablemente en los tltimos afios por el cambio de las viviendas de adobe a
las de cemento y las campafias de erradicaciéon del vector mediante métodos
quimicos [182]. En la regiéon norte (Libertad, Lambayeque, Piura y Tumbes) y
la regién nororiental (Cajamarca, Amazonas, San Martin y Loreto) también se ha
descrito la enfermedad y la presencia del vector [180]. En el Departamento de
Loreto se ha descrito la presencia del vector (Rhodius predominantemente) [183]
y de Trypanosoma cruzi [184], siendo considerada una infeccién endémica en la
cuenca amazoénica. Aunque la seroprevalencia en los estudios poblacionales es
baja (entre 0 y 1.2 %) [60,185-187], se han descrito al menos seis casos agudos
graves en nifios en los dltimos afios [188-190], que podrian estar relacionados
con una transmisién oral de la enfermedad por contacto peri-domiciliario con el
vector [191].

En la Amazonia peruana no hay datos fiables de seroprevalencia de la EC
en PVV. En la literatura se describe una prevalencia en estos pacientes en paises
endémicos (Argentina, Brasil, Bolivia), de entre el 1-28 %, pudiendo reflejar la
prevalencia observada en la poblaciéon sin VIH en riesgo en el lugar [18,192].
Sin embargo, en un estudio en Argentina, la poblacién con VIH demostré una

seroprevalencia de T. cruzi mayor que la general (4.2 % vs 2 %) [193].
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1.4.3. Factores de riesgo de adquisicién y gravedad

La enfermedad de Chagas esta tradicionalmente ligada a zonas rurales con
pobres condiciones sanitarias y casas de materiales pobres como el adobe. No
obstante, el vector parece estar modificado su hébitat con el calentamiento global

y la urbanizacién de sus territorios tradicionales [175].

Aunque la infeccion por VIH no parece asociarse en si mismo a una
mayor frecuencia de adquisiciéon de la enfermedad, ésta si podria darse por las
condiciones de vulnerabilidad a las que se exponen, dados los resultados de
algunos estudios. Como factor de riesgo adicional, el consumo de drogas por via
intravenosa se postula como una via de transmisién de la infeccién en aumento en

zonas urbanas, siendo las PVV un colectivo de riesgo para su adquisicién [193].

La enfermedad por reactivacion de T. cruzi en PVV y otras entidades con
inmunosupresion (trasplante de 6érganos, procesos tumorales) estd bien descrita.
Habitualmente ocurre en pacientes con deterioro del sistema inmune (<200
CD4+ o estadio SIDA) y mal control virolégico, pudiendo producirse con mayor
frecuencia un proceso grave, como la afectacién del sistema nervioso central
en un 79 % de los casos (chagomas ocupantes de espacio o meningoencefalitis,
considerado una infeccién oportunista en VIH) o la miocarditis aguda (25 %) . El
diagndstico es clave para poder realizar seguimiento y tratamiento de la infeccién
y disminuir asi el riesgo de mortalidad, que puede ascender al 75 % [18,194,195].

1.4.4. Diagnéstico parasitolégico

El diagnéstico de la enfermedad de Chagas depende del estadio de la

enfermedad:

Fase aguda [177]
= Deteccion directa del tripanosoma en sangre periférica mediante frotis o
gota gruesa, especialmente en las primeras 8 semanas de infeccién.
= Métodos moleculares (PCR o qPCR), mdas sensibles que el frotis,

permitiendo confirmar casos con baja parasitemia o en inmunosuprimidos.

Aunque la serologia puede ser negativa en esta fase inicial, se recomienda

realizarla para complementar el diagnéstico y repetirla a las pocas semanas si el
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resultado es negativo y la sospecha clinica persiste. En caso de un neonato, solo
serd util a partir de los 6-9 meses de edad.

Fase crénica [174,177]

Durante la fase crénica, debido a que la parasitemia es escasa, es
necesario detectar la presencia de anticuerpos IgG contra los antigenos
de T. cruzi mediante al menos dos métodos seroldgicos diferentes (ELISA,
inmunofluorescencia indirecta o hemaglutinacién indirecta), para confirmar
el diagnostico. Disponemos de test rapidos (ICT) comercializados que han
demostrado ser suficientemente precisos como para recomendar su uso para el
tamizaje en dreas endémicas sin acceso a tecnologia ELISA [196]. No obstante, la
recomendacién sigue siendo su confirmaciéon mediante técnica ELISA en caso de

un resultado positivo [197].

En caso de resultados discordantes, se indica una tercera prueba o PCR. Esta
podria detectar parasitemia baja, pero su sensibilidad es limitada y no sustituye la
serologia. La técnica LAMP también detecta ADN del parasito y puede emplearse
en entornos con pocos recursos, pero aunque comparte indicaciones con la PCRYy,
por tanto, no esta aprobado por la OMS para el diagndstico de la infeccién crénica
debido a la baja parasitemia en esta fase [197].

Reactivacién aguda (inmunosupresién) [18,198]

En casos con serologia positiva, la deteccién del genoma de T. cruzi en
sangre o liquido cefalorraquideo mediante técnica de PCR/LAMP permitiria
el diagndstico de reactivacion. Debido a que se trataria de un comportamiento

agudo, el frotis también podria dar un resultado positivo.

Debido al mayor riesgo de reactivaciéon de Chagas en personas con SIDA,
diversas guias recomiendan cribar a las PVV en zonas endémicas y realizar
seguimiento con PCR como marcador precoz de reactivacion, lo que permitiria

iniciar tratamiento precoz y reducir las complicaciones.
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1.5. Infeccién por el Virus Linfotrépico de Células T
Humanas (HTLV)

1.5.1. Aspectos generales de la infeccion

El virus linfotrépico humano de células T (HTLYV, por sus siglas en inglés), fue
el primer retrovirus humano identificado. Hasta ahora se han identificado cuatro
tipos: HTLV-1, de mayor patogenicidad; HTLV-2, de baja patogenicidad; y los
maés recientes HTLV-3 y HTLV-4, cuya capacidad de causar enfermedad humana

aun no se ha confirmado [199].

Se cree que HTLV puede afectar a 15-20 millones de personas en el mundo.
Los focos endémicos de infeccién estan principalmente en Asia (en especial en
el suroeste de Jap6n, Melanesia e Irdn), Caribe (sobre todo en las islas Trinidad,
Tobago y Jamaica), Sudamérica (Brasil, Colombia, Perti, con menor prevalencia
en el cono sur) y Africa Subsahariana. Su prevalencia aumenta con la edad, en

mujeres y grupos de riesgo como usuarios de drogas, donde puede llegar al 20 %
[200].

En el continente americano, los tipos HTLV-1y HTLV-2 parecen haber llegado
por diferentes vias evolutivas y/o migratorias. Por una parte, HTLV-1 habria
sido introducido mediante el comercio transatldntico de esclavos africanos y
la inmigracion japonesa temprana, siendo frecuente en paises como Colombia,
Brasil, Guyana y Pert [201,202].

Por otra parte, HTLV-2 presenta dos patrones epidemioldgicos diferentes: uno
descrito en Europa en relacién con usuarios de drogas intravenosas [203], y otro
en Sudamérica, sobre todo en tierras bajas de Perti y Brasil, con mayor prevalencia
en comunidades indigenas aisladas de la Amazonia, donde su prevalencia llega
al 3 % en determinadas cohortes. Dentro de estas comunidades, se ha relacionado
con el sexo femenino, la edad y el uso de drogas inyectables [204]. La prevalencia
de la coinfecciéon HIV/HTLYV es heterogénea seguin la region, oscilando desde un
1.5% a un 11 % en Brasil [205].

Su principal mecanismo de trasmision es la via vertical, en especial a través de
la lactancia materna, por medio de linfocitos infectados presentes en el calostro y
la leche. Si se evita la lactancia materna en las madres infectadas por el HTLV-1,
se previene su trasmision al nifio. Otras vias posibles de contagio son la sexual y
la parenteral (drogas inyectables o transfusiones de sangre) [185,206].
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La mayoria de los sujetos infectados se comportan como portadores
asintomaticos, aunque alrededor de un 5% desarrollan alguna manifestacion
clinica a lo largo de la vida. Estas constituyen una causa importante de
morbimortalidad [207]. Las mas relevantes son el linfoma de células T del adulto

y la paraparesia espdstica tropical, siendo la segunda la més prevalente en el Pert.

Ademas, las personas infectadas por HTLV-1 presentan un mayor riesgo de
desarrollar enfermedades inflamatorias e infecciosas, como alveolitis, sindrome
de Sjogren, uveitis, artropatias, polimiositis, lepra, tuberculosis, escabiosis o
dermatitis infecciosa [207,208]. Como se ha mencionado, el estado de portador de
la infecciéon por HTLV es un reconocido factor de riesgo para las formas graves

de S. stercoralis, al favorecer la hiperinfeccion y la diseminacién del parasito [209].

A diferencia del HTLV-1, la patogenicidad del HTLV-2 es baja y solo en
ocasiones se ha relacionado con sindromes neurolégicos de progresiéon maés
lenta [204]. Sin embargo, un estudio de cohortes realizado en Estados Unidos
demostré que las personas infectadas con HTLV-2 tienen mayor riesgo de
desarrollar diversas enfermedades inflamatorias e infecciosas, asi como una
tasa de mortalidad mds alta que las personas seronegativas [210]. Otro equipo
investigador publicé una asociaciéon entre HTLV-2 y neumonia entre usuarios de
drogas por via parenteral [211].

Aunque las evidencias al respecto siguen siendo anecdéticas dado el escaso
ntimero de estudios, deberia reevaluarse el posible impacto del HTLV-2 en las
areas endémicas. Por tanto, mientras HTLV-1 requiere estrategias activas de
tamizaje y control por su impacto sanitario directo, HTLV-2 podria representar un
marcador de transmisién endémica y movilidad poblacional, con implicaciones
antropoldgicas y epidemioldgicas. De hecho, en algunos estudios, se ha visto
una transicién del predominio de HTLV-2 a HTLV-1, reflejando variaciones en
las précticas de riesgo y en la dindmica viral local [212].

El diagnoéstico de HTLV se realiza mediante pruebas seroldgicas iniciales
(ELISA), confirmadas por Western blot o PCR [213], y se discutird con mayor

profundidad en el apartado correspondiente.

No existe tratamiento antiviral especifico; la atencién se centra en el manejo
de las complicaciones clinicas y enfermedades asociadas. La prevencion incluye
tamizaje en donaciones de sangre, uso de barreras sexuales y evitar la transmisién

vertical por lactancia materna en madres infectadas [207].
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1.5.2. Epidemiologia en el Pera

En el Per, los estudios de prevalencia disponibles son limitados, abarcando
Unicamente ciertas regiones y poblaciones. Las escasas investigaciones que hay
estiman que entre el 1.3% y el 4.8% de la poblaciéon general podria estar
infectada por HTLV-1/2, con mayor porcentaje en zonas andinas (3-5%) que
en la costa, a excepcion de Lima (por la alta migracién) y la cuenca amazoénica
(1-5 %) [202,214,215]. Sin embargo, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
ha sefialado que no existen datos nacionales fiables sobre la prevalencia del HTLV
en el Peru [216].

Aunque en muchos estudios no se hace la diferenciaciéon entre HTLV-1 y
2, el primero predomina en el Pert (hasta el 98,4 %) [216], especialmente en
las zonas de sierra del sureste (poblaciones quechua y aimara) [202], y los
indigenas amazoénicos (tribu Shipibo-Konibo, Kayapé...), con prevalencias del
5.7% [201]. HTLV-2 se ha aislado predominantemente entre indigenas de la
Amazonia peruana, entre ellos la tribu mencionada, donde la prevalencia, del
1 al 4 %, casi alcanza la de HTLV-1 [217,218].

En otras comunidades amazdénicas del Pert y el norte de Brasil, los valores
fluctdan entre un 2-8 % [205,219-223], alcanzando hasta 18.5 % en la etnia Kayapd,
donde se ha evidenciado transmisién intrafamiliar [224]. Sin embargo, un estudio
realizado en la segunda mayor cohorte de indigenas brasilefios en el centro-sur
del pais (Mato Grosso do Sul) [225], encontré tan solo un 0.1 % de positividad,
lo que refuerza la hipétesis de una distribucién geogréfica localizada en la zona
fronteriza de Brasil y el Pert.

En dreas urbanas, los casos reportados son madas escasos, aunque los
movimientos migratorios por los rios amazénicos (Ucayali, Marafiéon y
Amazonas) y los asentamientos riberefios podrian facilitar la movilizacién de la
infeccion hacia ciudades como Iquitos. Aqui contamos con pocos andlisis: dos
estudios observacionales recientes (en poblacién general [60] y en embarazadas
[226]), que muestran prevalencias del 1% y 1.7 % respectivamente. Sin embargo,
la alta proporcién de resultados indeterminados en pruebas seroldgicas subraya
la necesidad de confirmacién molecular con tipaje del virus y de una
interpretacion cuidadosa, asi como la implementacién de programas de tamizaje

sistematico para estimar con precisién la carga de enfermedad en esta zona.

En cuanto a la coinfeccion VIH/HTLV en el Pert, una revision sistematica
que incluy6 estudios epidemiolégicos publicados entre 1988 y 2010 [227] y otra
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realizada en el 2011 [228], reportaron que para ciertas poblaciones (trabajadoras
sexuales, hombres que tienen sexo con hombres, varones que viven con VIH y
usuarios de drogas), las prevalencias de infeccién por HTLV-1 fluctuaban entre el
2y el 25 %. En un estudio en hombres que tenian sexo con hombres, la prevalencia
de HTLV-2 oscil6 del 1 al 8.5% [229]. En Brasil, la prevalencia de la coinfeccién
por HTLV /VIH varia segtin la regién y el grupo de riesgo, con tasas del 1.3 % al
21 % [230-232]. En Perd, los datos son limitados, sin estudios especificos en PVV

en Iquitos.

Figura 1.16: Poblado de la etnia Shipibo Konibo, en Ucayali, Perii. Fuente:
Ingenieria sin Fronteras. Recuperada de:
https://www.isf.es/2020/06/29/el-pueblo-shipibo-konibo-uno-de-los-
grupos-mas-afectados-por-la-covid19-en-peru/

1.5.3. Factores de riesgo de adquisicién y gravedad

Como se ha comentado, HTLV se ha relacionado con personas que se inyectan
drogas por via intravenosa, realizan prdcticas rituales como la escarificacién o
tienen exposicion sexual sin proteccion (ausencia de uso de preservativo por
ausencia de conocimiento o aspectos culturales), especialmente trabajadoras
sexuales y hombres que tienen sexo con hombres [218,227]. En la Amazonia,
la prevalencia de la infeccién es mayor en personas maduras, lo que puede
reflejar que su transmisién fue favorecida en décadas previas, o en personas con
un mayor periodo de exposicién y acumulacién de factores de riesgo, lo que
hipotéticamente podria apoyar la via de transmisién por via sexual o parenteral,

mads que la vertical [233].
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En cuanto a la relaciéon de HTLV-1/2 con la infeccién por VIH, ambos son
retrovirus que comparten vias similares de transmision, por lo que se podria
prever una mayor tasa de infeccién en PVV, consistente con algunos estudios
realizados [230,231]. De hecho, hay autores que abogan por evaluar la eficacia de
los antirretrovirales usados en la preexposiciéon (PrEP) del VIH para la prevencion
de la transmision del HTLV-1 [234].

Por otro lado, los dos virus afectan predominantemente a la inmunidad
celular (linfocitos T CD4+), haciendo pensar que la infeccién por el VIH
podria tener un peor prondstico en personas infectadas con HTLV, y viceversa.
Sin embargo, todavia no hay consenso en cuanto a la relacién entre ambos.
Algunas hipétesis apoyan que la coinfeccion HTLV /VIH podria alterar la historia
natural de ambas infecciones, acelerando la progresién a SIDA y aumentando la
susceptibilidad a infecciones oportunistas [235,236]. En un estudio realizado en
EEUU durante 9 afios, los pacientes coinfectados mostraron mds complicaciones
neurolégicas, trombocitopenia, infecciones urinarias y respiratorias y hepatitis
[237]. En otro estudio realizado en el Perti que incluyé pacientes estadio SIDA
sin tratamiento antirretroviral, el tiempo de supervivencia fue menor en los que
asociaban infeccion dual VIH/HTLV-1 que en pacientes con mono infeccién por
VIH [218]. No obstante, este aspecto sigue siendo controvertido, porque algunos
estudios han objetivado un mayor recuento de CD4 en pacientes con infeccién
por ambos virus, aunque esto no se ha reflejado en una menor tasa de infecciones
oportunistas [237,238].

En una revisién sistematica reciente, se postula que la coinfeccién por VIH
y HTLV tipo 2 si podria tener una asociacién neutral o incluso beneficiosa,
disminuyendo la mortalidad y la progresién a SIDA [239], algo que no se
concluye para el HTLV tipo 1. No obstante, la interpretacién de estos resultados
estd de nuevo limitada por la falta de datos epidemiolégicos, de laboratorio y de
tratamiento, y la heterogeneidad de los mismos. De todos modos, se aconseja
la determinaciéon HTLV en pacientes con infecciéon por VIH para un mejor

seguimiento clinico [237].

1.5.4. Diagnéstico viral

El cribado y diagnostico inicial de la infeccion por HTLV requiere de la
confirmacién de anticuerpos especificos frente a HTLV-1/2 en plasma o sangre

mediante pruebas serolégicas, principalmente ensayos inmunoenzimdticos
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(ELISA, inmunoensayo quimioluminiscente (CLIA)), que presentan alta
sensibilidad, aunque no estdn exentos de reacciones cruzadas. En general, una
prueba negativa excluye la infeccion por el virus, a menos que haya evidencia de

una transmisién aguda, en cuyo caso se debe repetir a los 90 dias [207].

Un resultado reactivo o indeterminado debe confirmarse mediante una
prueba seroldgica adicional, como el Western blot o el INNO-LIA para HTLV
I/1I, que cuenta con una mayor sensibilidad y permite diferenciar con mayor
seguridad entre infecciéon por HTLV-1 o HTLV-2.

En casos de serologia indeterminada o positiva tras dos pruebas serolégicas,
se realizard una PCR en sangre total, que detectara la presencia de DNA proviral
integrado en los linfocitos T CD4+ y CD8+, permitiendo diferenciar el linaje (1a,
1b, 2a y 2b). Dado que la PCR requiere ADN extraido de sangre total o de células
mononucleares de sangre periférica, puede ser necesario volver a citar al paciente
si se obtuvo una muestra de plasma en la consulta inicial. Dado que la viremia de
HTLV es habitualmente muy baja, no es posible detectar RNA viral en plasma,
como si se realiza en el caso del VIH [207].



HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1. Hipétesis

La prevalencia de infeccion por Strongyloides stercoralis, protozoos intestinales
(Cryptosporidium spp., Giardia spp., Entamoeba spp.), Trypanosoma cruzi y HTLV-
1/2 en personas que viven con el VIH en la Amazonia peruana es mayor de la
reportada en la poblaciéon no infectada por VIH, debido a la influencia de factores

epidemiolégicos, clinicos e inmunolégicos asociados al VIH.

2.2. Objetivo General

Evaluar la magnitud y las caracteristicas de las infecciones parasitarias
y por HTLV-1/2 en personas que viven con el VIH en la Amazonia
peruana, determinando su prevalencia, los factores epidemiolégicos, clinicos
e inmunolégicos asociados y la concordancia entre los distintos métodos

diagnosticos utilizados.

2.3. Objetivos Especificos

Objetivo 1

Caracterizar la infeccion por Strongyloides stercoralis en personas que viven con
el VIH, mediante la determinacién de su prevalencia serolégica y parasitolégica,
asi como la descripcion de los factores epidemioldgicos, clinicos e inmunolégicos

asociados.

» Otero-Rodriguez S, Casapia-Morales M, Pinedo-Cancino V, Mego-Campos S,
Villacorta-Pezo VY, Parrdguez-de-la-Cruz |, Clark EH, Merino E, Ramos-Rincon
JM. High prevalence of Strongyloides stercoralis in people living with HIV: A
critical health challenge in the Peruvian Amazon Basin. PLoS Negl Trop Dis.
2025;15;19(7):e0013231.

Objetivo 2

Examinar la concordancia diagndstica entre las técnicas parasitolégicas y

serolégicas empleadas para la deteccion de Strongyloides stercoralis.
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= Otero-Rodriguez S, Casapia-Morales M, Pinedo-Cancino V, Mego-Campos S,
Villacorta-Pezo VY, Parrdguez-de-la-Cruz |, Clark EH, Merino E, Ramos-Rincon
JM. High prevalence of Strongyloides stercoralis in people living with HIV: A
critical health challenge in the Peruvian Amazon Basin. PLoS Negl Trop Dis.
2025;15;19(7):e0013231.

Objetivo 3

Describir la presencia de infeccién por Cryptosporidium spp., Giardia spp. y
Entamoeba spp. en personas que viven con el VIH, e identificar los factores

epidemioldgicos, clinicos e inmunolégicos relacionados con su adquisicion.

= Otero-Rodriguez S, Pinedo-Cancino V, Casapia-Morales M, Villacorta-Pezo VY,
Mego-Campos, S, Parrdguez-de-la-Cruz |, Merino E, Clark E.H, Ramos-Rincén
JM. Prevalence of Intestinal Protozoa Among Patients Living with HIV in the
Peruvian Amazon. Trop. Med. Infect. Dis. 2025;10(11):324.

Objetivo 4

Comparar las  técnicas  parasitolégicas  tradicionales con la
inmunocromatografia para valorar su concordancia diagnéstica en la deteccion

de Cryptosporidium spp., Giardia spp. y Entamoeba spp.

» Otero-Rodriguez S, Pinedo-Cancino V, Casapia-Morales M, Villacorta-Pezo VY,
Mego-Campos, S, Parrdguez-de-la-Cruz ], Merino E, Clark E.H, Ramos-Rincén
JM. Prevalence of Intestinal Protozoa Among Patients Living with HIV in the
Peruvian Amazon. Trop. Med. Infect. Dis. 2025;10(11):324.

Objetivo 5

Cuantificar la prevalencia serolégica de infeccién por Trypanosoma cruzi en

personas que viven con el VIH.

» Otero-Rodriguez S, Casapia-Morales M, Pinedo-Ramirez LL, Merino E, Clark
EH, Ramos- Rincén JM. Screening for Trypanosoma cruzi in patients living with
the human immunodeficiency virus (PWH) in the Peruvian Amazon. Travel Med
Infect Dis. 2025; 28,68:102927.
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Objetivo 6

Determinar la infecciéon por HTLV-1/2 en la poblacién con VIH y analizar los

factores epidemiolégicos, clinicos e inmunolégicos asociados.

= Otero-Rodriguez S, Casapia-Morales M, de Mendoza C, Pinedo-Cancino V,
Mego-Campos S, Soriano V, Merino E, Ramos-Rincén JM. High Rate of Human
T-Cell Lymphotropic Virus-2 in Patients with HIV in the Peruvian Amazon. Trop
Med Infect Dis. 2025;17;10(9):267.
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3.1. Disefio y lugar de realizacion

Se realiz6 un estudio observacional descriptivo transversal de una cohorte
de pacientes con infeccién por VIH confirmada en seguimiento ambulatorio en
alguno de los dos principales hospitales publicos de la ciudad de Iquitos, durante
7 meses (20 de octubre de 2023 al 20 de mayo de 2024):

» Hospital Regional de Loreto “Felipe Santiago Arriola Iglesias” (HRL), que
atiende a pacientes de los distritos de Punchana e Iquitos, y es hospital de
referencia para todo el Departamento de Salud de Loreto.

» Hospital de Apoyo de Iquitos “César Garayar Garcia” (HAI), que atiende

pacientes de los distritos de Belén y San Juan.

El estudio se llevé a cabo mediante un acuerdo colaborativo entre el Hospital
Regional de Loreto, Pert, y la Universidad Miguel Herndndez de Elche, Espafia.
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Figura 3.1: Mapa satelital de Iquitos con los dos principales hospitales piiblicos:

Hospital Regional de Loreto (superior) y Hospital de Apoyo de Iquitos (inferior).
Fuente: propia y Amusing Planet, disponible en:

https:/fwww.amusingplanet.com/2014/08/iquitos-worlds-largest-city-that-cannot.html

3.2. Sujetos de estudio y criterios de inclusién

Se incluyeron pacientes mayores de 18 afios diagnosticados de infeccién por
VIH, independientemente de su estadio, en seguimiento en el HRL o el HAL
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Los participantes se seleccionaron mediante muestreo por conveniencia, es decir,
los investigadores acudian a las clinicas TARGA asociadas a cada uno de los
dos centros, y las visitas semestrales de seguimiento eran aprovechadas para la
inclusion de los pacientes, siempre tras recibir una adecuada informacién sobre el
mismo, leer la Hoja de Informacién al Paciente (HIP) y firmar el consentimiento
informado (Anexo 1).

Se excluy6 a aquellas personas que ya habian sido incluidas en el estudio, en
caso de que volvieran a ser atendidos en la clinica TARGA durante el periodo de
reclutamiento.

3.3. Procedimiento

Los participantes fueron informados sobre los objetivos del estudio y su
caracter voluntario. Tras firmar el consentimiento informado, fueron incluyidos
en el estudio y se recogieron variables socioepidemioldgicas y clinicas relevantes
mediante una entrevista oral semiestructurada. Los datos se registraron en una
base de datos Excel anonimizada, dado que la falta de conexién a Internet impidié
el uso de RedCap.

Posteriormente se obtuvo una muestra de sangre venosa (5-10 ml en tubos
con EDTA) para determinar la serologia de Strongyloides stercoralis, Trypanosoma
cruzi y HTLV. Estas se transportaron cada dia al laboratorio de microbiologia
de la Asociacion Civil Selva Amazoénica (asociado al HRL) en una nevera
isotérmica con bloques refrigerantes. En la clinica se registraban, etiquetaban y
centrifugaban, almacendndose el plasma en alicuotas a —20°C hasta su analisis.
Cuando se conseguia un numero suficiente de muestras, se procesaba un kit
ELISA de S. stercoralis, T. cruzi y HTLV. En caso de resultados indeterminados
para T. cruzi o HTLV, se avisaba al paciente para recoger una nueva muestra de

sangre completa en tubo con EDTA y realizar pruebas confirmatorias.

Asimismo, los pacientes debian entregar una muestra de heces para realizar
el estudio coproparasitario. Este se llevé a cabo en el laboratorio de microbiologia
del Centro de Investigaciones de Recursos Naturales de la Amazonia (CIRNA),
perteneciente a la Universidad de la Amazonia peruana (UNAP), y consto
de las siguientes técnicas: Baermann modificado, cultivo con carbén, técnica
de Kato-Katz, test inmunocromatogréfico y tincién Ziehl- Neelsen modificada
(ZNM).
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A los pacientes se les ofrecid la opcion de entregar la muestra de heces en el
momento del reclutamiento o de forma posterior mediante llamada telefénica
a una transportista contratada para tal fin, de lunes a sadbado, entre las 9 am
y las 7 pm. La transportista recogia la muestra en envase estéril de forma
inmediata y la mantenia en nevera isotérmica con bloques refrigerantes durante
el transporte (20-30 min), hasta que la entregaba en el laboratorio del CIRNA para
su procesamiento ese mismo dia. Todos los pacientes accedieron a la recogida en
casa. Dada la complejidad de la recogida, solo se solicité6 una muestra de heces
por paciente.

Las muestras positivas fueron evaluadas por dos técnicos con experiencia
en parasitologia, junto con el 20 % de las muestras fecales negativas (control de
calidad) y todas las tinciones de ZNM. Los resultados discordantes se revaluaron
hasta alcanzar un consenso, siguiendo en todo momento los procedimientos

estdndar de control de calidad durante su tincién y lectura.

Clinicas TARGA del HRL y HAI
|

T

Pacientes
ambulatorios
con VIH > 18 anos

- Informacion v firma CI
- Recogida de variables

5-1ﬂmlE9* ﬁ% -E

@ SELVA AMAZOHICA @IUE\JAP

Estudio serologico  Estudio de heces

Figura 3.2: Procedimiento de reclutamiento, recogida y procesamiento de
muestras esquematizado. Fuente: propia.



Capitulo 3. Material y Métodos 53

3.4. Variables y recogida de datos

Todas las variables a recoger y analizar se encuentran disponibles en la hoja
de recogida de datos (HRD) de cada paciente (Anexo 2):

Datos sociodemograficos: edad, sexo, lugar de residencia, nivel de estudios.

= Datos epidemioldgicos relevantes: caminar descalzo, material de la casa,

convivencia con animales...

= Datos clinicos: embarazo, comorbilidades, infecciones previas, habitos
toxicos, clinica actual. La presencia de diarrea fue determinada de forma
subjetiva por el paciente y clasificada en varias categorias de frecuencia

(diaria, semanal, mensual)

= Datos sobre el contagio y el estado actual de la infecciéon por VIH: via de

contagio, grupo de riesgo, CD4 y CV actuales...

= Resultados del test diagndstico realizado.

3.5. Técnicas de laboratorio

3.5.1. Muestras de suero

Kit IVD-ELISA para Strongyloides stercoralis (DRG Instruments GmbH,
Marburg, 278 Germany)

La deteccion de IgG anti-S. stercoralis en suero se realiz6 mediante un
kit de uso comercial aprobado por la Comunidad Europea, que incluye
pocillos de microtitulacién recubiertos con una fraccién soluble de antigeno
larvario filariforme L3 de S. stercoralis. Dada la alta seroprevalencia esperada
y la posibilidad de falsos positivos en valores préximos al punto de corte
recomendado por el fabricante (0.200), se realiz6 una duplicacién de las
pruebas ELISA en los primeros 100 participantes. Con base en estos resultados
preliminares, se estableci6 un punto de corte optimizado de 0.220 para

determinar la positividad del test.
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Figura 3.3: Kit IVD-ELISA para Strongyloides stercoralis. Fuente:
https://device.report/manual/11525748

Chagatest ELISA lysate y Chagatest ELISA recombinant v.4. para Trypanosoma
cruzi (Wiener, Rosario, Argentina)

La detecciéon de anticuerpos IgG en suero para T. cruzi se llevé a cabo
mediante dos pruebas seroldgicas distintas siguiendo las directrices de la OMS,
considerandose seropositivo si ambos eran positivos y seronegativo si ambos
eran negativos. En caso de discordancia entre ambas serologias, se realiz6
un tercer ensayo serolégico: CLIA (MAGLUMI Chagas™, Snibe Diagnostics,
Per), que detecta anticuerpos IgG contra T. cruzi de forma cualitativa. Dado que
no se confirmaron casos con dos pruebas positivas, no se realiz6 detecciéon de

parasitemia mediante PCR.
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Figura 3.4: Chagatest ELISA recombinant v.4. Fuente:
https://instrumentalia.com.co/Instrumentalia-
Informa/Enviar/prueba-de-elisa-para-diagnostico-de-chagas-v-40-
1293257-wiener-lab.html
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HTLV I+II ELISA recombinant v.4.0 (Wiener lab, Rosario, Argentina)

La deteccién de anticuerpos IgG en suero para HTLV 1/2 se realizé6 mediante
esta kit, que no diferencia entre subtipos. En caso de positividad o discordancia,
se realiz6 una nueva extracciéon de sangre digital, que se transport6 en papel de
filtro Whatman hasta el laboratorio de referencia del Hospital Puerta de Hierro,
Espafia, para realizacion del test INNO-LIA HTLV I/II Score (Fujirebio, Tokyo,

Japan) a fin de confirmar la infeccién y hacer la tipificacién del virus.

Figura 3.5: HTLV I+1I ELISA recombinant v.4.0. Fuente:
https://www.mpbio.com/us/0723080-cf-htlv-i-ii-elisa-4-0-ce

3.5.2. Muestras de heces

Todas las muestras fueron evaluadas inicialmente con un examen directo
con yodo de Lugol para mejorar la precision diagndstica de la microscopia
directa en fresco en la evaluaciéon de helmintos y protozoos. Posteriormente,
se realizaron técnicas especificas para aumentar la rentabilidad de la muestra:
técnica de Baermann modificada y cultivo en carbén para visualizaciéon de
larvas de S. stercoralis; prueba de Kato-Katz para bisqueda de huevos de
geohelmintos (excepto S. stercoralis); prueba ICT para la deteccién de antigenos
de los principales protozoos patégenos (Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis
y Entamoeba histolytica/dispar) y tincién de ZNM para deteccion de ooquistes de
Cryptosporidium spp. Excepto la tinciéon con yodo Lugol, el resto de pruebas no se

realizan de forma rutinaria en Iquitos.

Debido al alto volumen esperado de muestras, a la elevada prevalencia
anticipada de parasitosis y al uso de otras técnicas diagndsticas adicionales (ICT,

ZNM), no se afiadié un método de concentracién de heces adicional [240]. A
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continuacién se explica el procedimiento que se realizé para cada una de las

técnicas.

Tincién de yodo de Lugol

Se mezcl6 una pequefia cantidad de heces con una gota de yodo de Lugol en
un portaobjetos y se observé al microscopio. El yodo de Lugol tifie el glucégeno
y otras estructuras citoplasmaticas, lo que mejora la visualizaciéon de huevos de
geohelmintos y quistes y trofozoitos de protozoos. Es una técnica rapida, sencilla

y util como examen inicial.

Figura 3.6: Procedimiento de la tincion de Lugol (superior). Huevos de T.
trichura (izquierda) y uncinaria (derecha). Fuente: propia (izquierda y derecha);
Mbong Ngwese, et al. (superior) [241]

Técnica de Baermann modificada

Se colocaron 5 gramos de heces frescas en el centro de un tamiz de malla,
que se sumergi6 parcialmente en un matraz de sedimentacién con agua a 37°C.
Tras una hora de incubacién a temperatura ambiente, las larvas migraron desde
la suspension fecal hacia el agua tibia. La capa superior del agua se decanto,
reteniendo 10 ml en el fondo del embudo. El liquido restante se transfirié a un
tubo de ensayo de 15 mL y se centrifugé a 5000 rpm durante 5 min. 1 ml de este

sedimento se examiné al microscopio para detectar la presencia de larvas [242].
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Figura 3.7: Técnica de Baermann. Fuente: propia (izquierda); Marcos LA et al.
(derecha) [242]

Figura 3.8: Larva de S. stercoralis al microscopio tras técnica de Baermann.
Fuente: propia

Cultivo en carboén (cultivo de Dancescu)

Se mezclaron 4 gramos de heces frescas con partes iguales de agua destilada y
carbon vegetal granulado. La mezcla se coloc6 en una placa de Petri forrada con
papel de filtro hiimedo. La placa se sell6 con cinta de vinilo y se incub6 a 30°C
en la oscuridad. Los dias 2, 4 y 7 se examiné al microscopio para detectar formas
adultas (libres o filariformes) de S. stercoralis [97].
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Técnica de Kato-Katz

Primero, se coloc6 una plantilla con un agujero en un portaobjetos. Después,
la muestra fecal se tamiz6 y se extendi6 sobre el orificio. Por tltimo, se levant6
la plantilla y se cubrié la muestra con una tira de celofan empapado en glicerol,
a fin de limpiar la materia fecal alrededor de los huevos. Tras esto, se examiné
al microscopio en busca de huevos de A. lumbricoides, T. trichiura, uncinarias (sin
diferenciar A. duodenale o N. americanus) e H. nana. También se realizo el recuento

de huevos por gramo de heces para valorar la intensidad de la infeccién.
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Figura 3.9: Técnica de Kato-Katz. Fuente: Mbong Ngwese, et al. [243]

Test rapido inmunocromatogrifico (ICT): CERTEST Crypto + Giardia +
Entamoeba One Step, CerTest Biotec) en formato cassette

Con este test se detectan a la vez Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis
(al-giardin and/or CWP1) y Entamoeba histolytica/dispar en un solo paso en
muestra de heces. Primero se mezcl6 el reactivo del kit con las heces para obtener
el extracto a analizar. Después, se depositaron unas gotas de este extracto en
el pocillo del cassette, dejando que migraran por capilaridad. Tras el tiempo
indicado, se leyeron las lineas: una linea control valida y, en caso de positividad,
las lineas de test que indicaban la presencia del o los parésito(s) presentes [123].

Técnica de Ziehl-Neelsen modificada

Cada muestra de heces se homogeniz6 para preparar un frotis delgado en
un portaobjetos. Tras la fijacion por calor, las laminas se tifieron con fucsina
carbol-fucsina fria. Los extendidos se decoloraron con HCl-etanol al 3%, se
aclararon y se sumergieron en azul de metileno durante 30 segundos, dejandolos
secar de forma posterior. La preparacion se observé con aceite de inmersién a un
aumento de 100x [244].
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Figura 3.10: Tincién de yodo con Lugol (izquierda), cultivo de Dancescu
(centro) e inmunocromatografia para protozoos (derecha). Fuente: propia.

Figura 3.11: Oocistos de Cryptosporidium spp. tefiidos en color rojo tras la
técnica de Zielh Neelsen modificado. Fuente: Velasco Benitez CA et al. [245]

3.6. Tamafno muestral

Los célculos se llevaron a cabo con el programa OpenEpi. Para poder calcular
una prevalencia préxima al 15 % para S. stercoralis y protozoos intestinales, con
un nivel de confianza del 95 % y un margen de error del 2.5 %, en una poblacién
de 1500 pacientes con infecciéon por VIH y unas pérdidas del 6 %, debiamos tomar
una muestra de 548 individuos.
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Para calcular una prevalencia préxima al 1.5 % para T. cruzi, con un nivel de
confianza del 95% y un margen de error del 2.5%, en una poblacién de 1500
pacientes con infeccion por VIH y una pérdida del 6 %, debiamos tomar una
muestra de 92 individuos.

Para poder calcular una prevalencia préxima al 2 % para HTLV, con un nivel
de confianza del 95 % y un margen de error del 2.5 %, en una poblacién de 1500
pacientes con infeccién por VIH y unas pérdidas del 6 %, debiamos tomar una
muestra de 119 individuos.

3.7. Analisis de los datos

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando SPSS Statistics versién 22.0
(IBM, Armonk, EE.UU.). La normalidad de las variables continuas se comprobé
mediante el test de Shapiro-Wilk, describiéndose mediante media/desviacion
estindar en caso de normalidad y mediana/rango intercuartilico en caso
no normalidad. Las variables categodricas se describieron como frecuencias
y porcentajes. Los intervalos de confianza del 95% (IC 95%) se calcularon
utilizando el método de Newcombe [246].

Se realiz6é un andlisis bivariado para ver diferencias entre grupos (infectados
versus no infectados), a fin de detectar potenciales factores de riesgo. Las
variables cuantitativas se comprobaron mediante la prueba t de Student en caso
de distribucién normal o la prueba U de Mann-Whitney en caso de distribucién
no normal. Los variables categdricas se compararon mediante la prueba de
chi-cuadrado, usando la correccién de Fisher en caso de precisarla.

Posteriormente, se construyeron modelos de regresion logistica multivariable
para identificar factores de riesgo independientes para cada infeccién. Estos
modelos incluyeron las variables edad y sexo, asi como aquellas que mostraron
significacion estadistica (p<0.1) en los analisis bivariados. El ajuste de los modelos
se evalu6 mediante las estadisticas R? de Cox-Snell y R? de Nagelkerke, con el
tin de determinar la fuerza de asociacion entre las variables dependientes y las
independientes.

Se calcul6 la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y
valor predictivo negativo (VPN) del ensayo ELISA de S. stercoralis, utilizando
como referencia los resultados parasitolégicos (técnica de Baermann modificada

y/o cultivo en carbén). El mismo anélisis se repitié incluyendo otras infecciones
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por helmintos, con el objetivo de descartar reacciones cruzadas. Para comparar
la concordancia entre dos pruebas diagnésticas (Baermann versus carbén para
S. stercoralis, ZNM versus ICT para Cryptosporidium spp. y tincién yodo de Lugol
versus ICT para otros protozoos), se calcul6 el coeficiente kappa de Cohen, que
mide la concordancia mds alld del azar. Los valores de kappa se interpretaron
como leves (0-0.20), aceptables (0.21-0.40), moderados (0.41-0.60), sustanciales
(0.61-0.80) o casi perfectos (0.81-1.00). Posteriormente, se realiz6 la prueba de
McNemar para proporciones pareadas a fin de evaluar si existian diferencias

significativas en el nimero de resultados positivos detectados por cada método.

3.8. Aspectos éticos

El estudio ha sido aprobado por parte del Comité de Ftica de la Investigacion
Hospital Regional de Loreto (Iquitos, Pert) (EXP: ID-018-CIEI-20) y la Oficina
de Investigaciéon Responsable de la Universidad Miguel Hernandez de Elche
(DMC.JMRR.230908). Se llevé a cabo de acuerdo con la Ley 14/2007, de 3
de julio, de Investigacién biomédica, la Declaracién de Helsinki en su versién
actual (2013), las normas de Buena Practica Clinica y las leyes espafiolas y
de la Comunidad Valenciana aplicables a este tipo de estudios. Se respet6 la
confidencialidad de los datos. La informacién clinica se anonimizé y se utilizé un
numero codificado para identificar a cada sujeto. Todos los participantes firmaron
un consentimiento informado para su inclusién en el estudio. No se incluyeron

menores de 18 afios.
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De los 550 pacientes que consintieron a ser incluidos en el estudio, 13
fueron excluidos por duplicidad o ausencia de encuesta clinico-epidemiolégica.
Finalmente se incluyeron 537 pacientes, de los cuales 175 no entregaron muestra
de heces por datos de contacto incorrectos, cambio de domicilio, fallecimiento
o viaje fuera de Iquitos, aunque si de sangre. 3 pacientes no permitieron la
extraccion de muestra de sangre, pero si entregaron heces. Para el Objetivo 4,
el corte se hizo en 293 pacientes puesto que las muestras en papel de filtro
para HTLV 1/2 se mandaron a Espafia en el mes de enero de 2023 por aspectos
logisticos, unos meses antes de finalizar el reclutamiento del estudio.

550 pacientes reclutados

@ ----- + 13 excluidos

537 pa-:ien tes incluidos

$ ¢

534 sueros 362 heces
339 315

pruebas pruebas
helmintos protozoos

Figura 4.1: Diagrama de flujo de pacientes incluidos y muestras disponibles para
el estudio

4.1. Objetivo 1

41.1. Referencia del articulo

Otero-Rodriguez S, Casapia-Morales M, Pinedo-Cancino V, Mego-Campos S,
Villacorta-Pezo VY, Parrdguez-de-la-Cruz |, Clark EH, Merino E, Ramos-Rincon JM.
High prevalence of Strongyloides stercoralis in people living with HIV: A critical health
challenge in the Peruvian Amazon Basin. PLoS Negl Trop Dis. 2025;15;19(7):e0013231.



Capitulo 4. Resultados 64

4.1.2. Abstract en espafiol

Introduccién: La estrongiloidiasis es una helmintiasis transmitida por
el suelo muy relevante, aunque infradiagnosticada, especialmente en zonas
tropicales y en algunos grupos vulnerables. Objetivos: Evaluar la prevalencia
parasitoldgica, seroprevalencia y factores sociodemogréficos asociados a la
infecciéon por Strongyloides stercoralis en pacientes que viven con el virus de
la inmunodeficiencia humana (PVVIH) en un &drea endémica. Materiales y
métodos: Realizamos un estudio transversal de estrongiloidiasis en 537 PVVIH
en dos hospitales de Iquitos, Perti, del 20 de octubre de 2023 al 20 de mayo
de 2024. Se analizaron sueros mediante ELISA IgG para Strongyloides, y heces
mediante la técnica de Baermann modificada y/o cultivo fecal en carboén,
como métodos parasitologicos de alta sensibilidad. Utilizamos una regresién
logistica multivariable para identificar factores asociados a la infeccién por S.
stercoralis. Resultados: Entre los 339 PVVIH con muestra de heces, 82 fueron
positivos para S. stercoralis (prevalencia 24.2 %; intervalo de confianza [IC] del
95 %: 20.0— 29.1%). Entre los 534 PVVIH con muestra de suero, 227 fueron
positivos (seroprevalencia: 42.5 %; IC del 95 %: 38.1-47.5 %). El valor kappa entre
el cultivo en carbén y la técnica de Baermann fue 0.69. El ELISA mostré una
sensibilidad de 92.6 % y un valor predictivo negativo de 96.9 %. Los factores
de riesgo significativos para positividad en heces incluyeron vivir en una zona
rural (no pavimentada) (odds ratio ajustada (ORa): 1.86). Los factores de riesgo
significativos tanto para positividad en heces como en suero incluyeron vivir en
una vivienda pobre (hecha de madera/hojas) (ORa: 2.18 y 2.48 respectivamente),
vivir en el drea de influencia del Hospital Regional de Loreto (ORa: 5.66 y 5.37
respectivamente) o estar infectado por uncinarias en heces (ORa: 23.88 y 9.78
respectivamente). Tener un nivel educativo bajo se asocié con seropositividad
(ORa: 2.42). Conclusion: La prevalencia de S. stercoralis es alta entre los PVVIH en
Iquitos, especialmente entre aquellos que viven en condiciones de vulnerabilidad
socioecondmica o coinfectados con uncinarias. El valor predictivo negativo del
ELISA para S. stercoralis fue alto, aunque este resultado debe interpretarse con

cautela en casos de inmunosupresion severa.

4.1.3. Articulo original
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Strongyloidiasis is an important but underdiagnosed soil-transmitted helminthiasis,
particularly in tropical areas and some vulnerable groups.

Objectives

To assess the parasitological prevalence, seroprevalence and sociodemographic
factors of Strongyloides stercoralis infection in patients living with human immunode-
ficiency virus (PLWH) in an endemic area.

Materials and methods

We performed a cross-sectional study of strongyloidiasis in 537 PLWH in two hospi-
tals in Iquitos, Peru, from 20 Oct 2023 to 20 May 2024. We tested patient sera using
Strongyloides IgG enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and stool via the
modified Baermann technique and/or charcoal fecal culture as highly sensitive par-
asitological techniques. We used multivariable logistic regression to identify factors
associated with S. stercoralis infection.
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Results

Among the 339 PLWH whose stool samples were collected, 82 were positive for S.
stercoralis (prevalence 24.2%; 95% confidence interval [Cl] 20.0-29.1%). Among the
534 PLWH whose serum samples were collected, 227 were positive (seroprevalence:
42.5%; 95% CI 38.1-47.5%). The kappa value for charcoal culture and Baermann
technique was 0.69. ELISA showed a sensitivity of 92.6% and a negative predictive
value of 96.9%. Significant risk factors for stool positivity included living in a rural
(unpaved) area (adjusted OR: 1.86), whereas significant risk factors for both stool
and seropositivity included living in a poor house (made of wood/leaves) (adjusted
odds ratio (ORs): 2.18 and 2.48, respectively), in the Loreto Regional Hospital catch-
ment area (adjusted ORs: 5.66 and 5.37, respectively), or being infected by hook-
worms in stool (adjusted ORs: 23.88 and 9.78, respectively). Having a low level of
studies was associated with seropositivity (adjusted OR 2.42).

Conclusion

The prevalence of S. stercoralis is high among PLWH in Iquitos, especially among
those living in conditions of socioeconomic vulnerability or co-infected with hook-
worms. The negative predictive value of the S. stercoralis ELISA was high, although
this result should be taken with caution in severe immunosuppression.

Author summary

Intestinal parasitic infections are especially common in warm climates, particular-
ly where sanitation facilities are poor. Immunocompromised individuals, such as
people living with human immunodeficiency virus (HIV) patients, are more sus-
ceptible to parasitic infections. Strongyloides stercoralis is a common parasite

in Iquitos, the capital of the Peruvian Amazon, although its current infection rate
among HIV patients is unknown. In this study, our objective was to detect the
prevalence of the parasite in the stool of 339 patients from two different hospitals
using three microbiological techniques, as none of them is completely reliable

by itself. The prevalence of antibodies in the blood of 537 patients was also
assessed, since it is useful for knowing the burden of disease in the community
as a contact marker. In addition to the diagnostic procedure, we conducted an
interview on sociodemographic and clinical characteristics to identify risk factors
for infection that can be corrected. This information will help improve prevention,
diagnosis, and clinical management in this population.

1. Introduction

Strongyloidiasis is a soil-transmitted helminthiasis caused by the parasitic nematode
Strongyloides stercoralis (distributed worldwide) or Strongyloides fuelleborni (only
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present in some regions of Africa and Oceania) [1]. This infection is particularly prevalent in tropical and subtropical areas,
where sanitary conditions are poor, and t is acquired through skin contact with contaminated soil [2]. The global preva-
lence of S. stercoralis is estimated to affect approximately 600 million people [3,4], although this figure may be underes-
timated due to the low sensitivity of the available diagnostic techniques. Strongyloidiasis is important because it is one of
the few nematodes able to perpetuate a chronic infection in the host (“autoinfection”). Without treatment, the infection can
persist for life and immunosuppressed patients are at risk for Strongyloides hyperinfection syndrome and disseminated
strongyloidiasis, conditions that carry high morbidity and can even be fatal [5]. The World Health Organization (WHO)
includes Strongyloides among the soil transmitted helminthiases targeted for improved control by 2030; for this purpose,
specific guidelines have been published recently. However, the organization denounces the need for more evidence to
optimize public health programs for strongyloidiasis [6].

Iquitos is a city located in the Loreto region, which has the second-highest prevalence of people living with HIV in Peru, with
more than 200 new cases diagnosed in the first half of 2024 [7]. However, the prevalence of S. stercoralis infection in PLWH
in Peru is understudied, as their predisposition to infection, the impact of HIV related immunosuppression, and the associated
risk of hyperinfection syndrome. Despite this, we do know that this is a vulnerable population with a higher risk for high-dose
corticosteroid use (a known risk factor for hyperinfection [8]), and in which treating the parasite would reduce morbimortality.

Population studies of S. stercoralis infection in Peru show widely varying prevalences depending on the geographical area,
the type of diagnostic test used, or the clinical presentation. A study conducted by the Peruvian Ministry of Health, from 1981
to 2010, found a heterogenous prevalence ranging from 0.3 to 39%, with a national average of 6.25% [9]. A recent system-
atic review estimated an even higher prevalence of 7.34% [10]. In the Peruvian Amazon, where climatic conditions favor the
endemicity of the parasite, the prevalence of S. stercoralis consistently exceeds 10% [11—13]. To the best of our knowledge,
no published parasitological or sero-epidemiological studies exist on S. stercoralis infection in PLWH in the Peruvian Amazon.

The parasitological diagnosis of S. stercoralis infection is challenging. Stool processing techniques including the Baer-
mann method and charcoal culture are diagnostic tools that yield higher sensitivity than direct stool smear, but still miss a
large proportion of infections [5]. Molecular methods like PCR allow the diagnosis of a higher number of cases; however,
this procedure is not available in most patient care settings. While serologic tests are the most sensitive diagnostic tools
(especially in non-endemic areas), false positive results can occur due to cross-reactions with other helminth infections
and the long-term persistence of Strongyloides antibodies even after treatment [14]. Overall, only a combination of tech-
niques can be accepted as highly sensitive for the diagnosis of strongyloidiasis [4].

This study assessed the parasitological prevalence, seroprevalence, and risk factors for S. stercoralis infection in
PLWH in an endemic area. Our results highlight the urgent need for improved diagnostic tools and expanded public health
policies to improve strongyloidiasis diagnosis and treatment strategies for this vulnerable population.

2. Methods
2.1. Ethics statement

The Ethics Committee of Loreto Regional Hospital in Iquitos (Peru) (EXP: ID-018-CIEI-2013) approved this study. After
being informed about the study, individuals who volunteered to participate provided written consent to be included. We
maintained all the results in strict confidentiality, and those who tested positive for intestinal parasites received free treat-
ment and follow-up by their HIV healthcare provider.

2.2. Study population and inclusion/exclusion criteria

This was an observational, cross-sectional study of PLWH receiving care at one of two hospitals in Iquitos, Peru: (1)
the Regional Hospital of Loreto “Felipe Santiago Arriola Iglesias” (which follows patients from the districts of Punchana
and Iquitos, but also from the rest of the Loreto Health Department), and (2) the Hospital of Iquitos "César Garayar
Garcia" (which follows patients from the districts of Belen and San Juan), from 20 Oct 2023 to 20 May 2024.
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We included patients over 18 years with known HIV infection, attending the Regional Hospital of Loreto (located in
Iquitos’ Punchana district) or the Hospital of Iquitos (located in Iquitos’ San Juan district) (Fig 1), who were able to provide
stool and/or blood specimens. We offered enroliment to both eligible outpatients and inpatients.

2.3. Enrollment procedures

After providing informed consent, study participants provided a stool specimen for S. stercoralis larvae copro-
parasitological examination (given the complexity of collecting it at home, only one sample per patient was required), and
a blood specimen for S. stercoralis serology. We collected epidemiological demographic and risk factor variables using an
oral semi-structured interview and clinical history of the patient, if available.
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Fig 1. Map of Iquitos (Peru), with its four major districts. From north to south: Punchana district, Iquitos district, San Juan Bautista district and Belen
district. The red crosses symbolized the two hospitals included in the study (from north to south: Loreto Regional Hospital and Iquitos Hospital). *Map
created with uMap project (version 3.0.6), using data from OpenStreetMap and OpenStreetMap Foundation, licensed under ODbL. https://www.open-
streetmap.org/#map=12/-3.7432/-73.2342. Custom data and layers included in this map are licensed under Creative Commons BY-SA 4.0. https://www.
openstreetmap.org/copyright/. https://creativecommons.org/licenses/by-sa/4.0/.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0013231.9001
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2.4. Stool examination for S. stercoralis

Each fecal specimen was analyzed using three techniques: direct examination with Lugol’s iodine, modified Baermann
technique, and charcoal fecal culture. A specimen was considered positive when S. stercoralis larvae were identified by
any of these techniques.

» Modified Baermann technique [15]. Briefly, five grams of fresh feces were placed in the center of a cotton-wool gauze
sieve, positioned in a funnel partially submerged in a sedimentation flask filled with water at 37 °C. After one hour at
room temperature (25-37°C), larvae migrated from the fecal suspension into the heated water. The supernatant was
discarded, and 1 mL of sediment from the funnel bottom was microscopically examined for the presence of larvae.

» Charcoal culture (Dancescu culture) [16]: Briefly, four grams of fresh feces were mixed with equal parts of distilled water
and granulated charcoal. The mixture was placed in a Petri dish, sealed with vinyl tape, and incubated at 30 °C in dark-
ness. The culture was examined with a compound microscope for S. stercoralis adult worm (free-living or filariform) on
the second, fourth, and seventh days before discarding the culture.

2.5. S. stercoralis serology

Blood samples were centrifuged at 2058 relative centrifugal force for 10 minutes to separate plasma from erythro-
cytes. The plasma was stored at -80°C until analysis. For serological testing, we employed a commercially available
Strongyloides crude antigen 1IgG enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), specifically the Strongyloides 1gG
IVD-ELISA kit (DRG Instruments GmbH, Marburg, 278 Germany, approved by the European Commission). This kit
utilizes microtiter wells coated with a soluble fraction of the S. stercoralis L3 filariform larval antigen. All assays were
performed following the manufacturer’s protocol. Considering the anticipated high seroprevalence and potential false
positives near the manufacturer’s recommended cut-off value (0.200), we conducted duplicate ELISA testing for the
initial 100 participants. Based on these preliminary results, we established an optimized cut-off value of 0.220 for
determining test positivity.

2.6. Data analysis

Statistical analyses were performed via IBM SPSS Statistics version SPSS 22.0 (IBM, Armonk, EEUU). For descriptive
statistics, categorical variables were expressed as frequencies and percentages, while continuous variables were pre-
sented as medians with interquartile range (IQR). The 95% confidence intervals were calculated using the Newcombe
method [17]. Categorical variables were compared using Chi-square tests, while continuous variables were analyzed
using the U-Man Whitney test. Agreement between modified Baermann and charcoal culture results was assessed using
Cohen’s Kappa coefficient.

Risk factors for S. stercoralis infection were initially evaluated through bivariate analysis, with associations quanti-
fied using ORs. Subsequently, multivariable logistic regression models were constructed to identify independent risk
factors for both parasitological S. stercoralis infection and seropositivity to S. stercoralis. These models included age
and sex, and variables that showed statistical significance (p <0.05) in the univariate analyses. The models’ goodness
of fit was assessed using CoxSnell R? and Nagelkerke R? statistics to determine the strength of association between
dependent variables (parasitological infection S. stercoralis infection and seropositivity to S. stercoralis) and indepen-
dent variables.

We calculated the sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive value for the ELISA results,
along with their respective 95% Cls, using the parasitologic results (i.e., outcomes from the modified Baermann technique
and/or charcoal culture) as the reference standard. Same analysis was realized also including other helminths infections,
in other to rule out cross-reactions.
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3. Results
3.1. Description of the study population and epidemiologic data

For the 537 PLWH included in this study, we obtained serum from 534 and stool from 339 patients (Fig 2). More than 60%
were heterosexual men with few comorbidities, and the median age was 41 years (range 32-49) (Table 1). Most patients
had well-controlled HIV with an undetectable HIV viral load.

3.2. S. stercoralis stool examination (parasitologic) results

Among the 339 participants with available stool samples, only 1 was positive in the direct exam, while 82 tested positive
by the modified Baermann technique and/or charcoal culture (prevalence 24.2%; 95% CIl 20.0-29.1%). Five were positive
via the Baermann technique alone, 30 via charcoal culture alone, and 47 via both tests. The Kappa index was 0.69 (95%
Cl: 0.58-0.79), indicating a good correlation between the modified Baermann method and charcoal culture (Table 2).

3.3. Other Helminths isolated in stool examination

Among the 339 patients with stool specimen, 17 (5.0%) were positive for hookworms, 10 (2.9%) for Ascaris lumbricoides,
2 (0.6%) for Hymenolepis nana and 1 (0.3%) for Trichuris trichiura.

Among the 82 patients who were positive for S. stercoralis infection in stool, 15 (18.2%) were also co-infected by hook-
worms, 6 (7.3%) coinfected by Ascaris lumbricoides and 1 (1%) co-infected by Trichuris trichiura.

550 patients 13 were excluded:
= 4: duplicated data

- 1: no epidemiological

data
537 patients '
534 serum 362 stools
i 23were excluded: i
— neither Baermann ;
i technique nor charcoal i

330 324 315
Baermann Charcoal Baermann

Fig 2. Flow chart of study participant inclusion and specimen availability for the study.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0013231.9g002
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Table 1. Epidemiological characteristics of study participants, divided by those with available
serum specimens and those with stool specimens.

Variables

Patients with serum
specimen (N=534)

Patients with stool
specimen (N=339)

Male, % (n/N)

66.1 (353/534)

64.3 (218/339)

Age, median (IQR), years

41 (32, 49)

41 (32, 48)

Hospital attended, % (n/N)

Regional Hospital of Loreto

77.9 (416/534)

84.7 (287/339)

Inpatient

1.5 (8/534)

0.3 (1/339)

Outpatient

76.4 (408/534)

84.4 (286/339)

Hospital of Iquitos (Outpatient)

22.1 (118/534)

15.3 (52/339)

Residence, % (n/N)

Iquitos district

32.0 (171/534)

35.1 (119/339)

Punchana district

25.1 (134/534)

25.7 (87/339)

San Juan district

20.4 (109/534)

20.4 (69/339)

Belén district

16.3 (87/534)

14.7 (50/339)

Out of Iquitos metropolitan area

6.1 (33/534)

4.1 (14/339)

Occupation, % (n/N)

Unemployed

40.3 (215/534)

43.4 (147/339)

Primary Sector

18.2 (97/534)

14.5 (49/339)

Secondary sector

33.1 (177/534)

4.4 (15/339)

Tertiary sector

8.4 (45/534)

10.0 (34/339)

Education, % (n/N)

None 2.2 (12/534) 2.4 (8/339)

Completed primary school 18.9 (101/534) 17.4 (59/339)

Completed secondary school 54.3 (290/534) 55.8 (189/339)

Attended university 24.5 (131/534) 24.5 (83/339)
Epidemiological risk factors, % (n/N)

Lives with dogs, cats or farm animals 69.1 (369/534) 69.9 (237/339)

Walks barefoot 26.8 (143/534) 26.8 (91/339)

Resid in rural location?

33.1 (177/534)

31.0 (105/339)

Lives in house made of wood or leaves

48.0 (256/534)

47.2 (160/339)

Alcohol or tobacco consumption

51.7 (276/234)

52.5 (178/339)

Albendazole® 6 months prior to study

8.8 (47/534)

5.0 (17/339)

Pregnancy, % (n/N)

0.9 (5/534)

0.9 (3/339)

Comorbidity, % (n/N)

Diabetes or high blood pressure

6.7 (36/534)

7.4 (25/339)

Other cardiovascular disease 2.8 (15/534) 3.2 (11/339)
Digestive disease 7.1 (38/534) 5.9 (20/339)
Urinary disease 2.1 (11/534) 2.1 (7/339)
Dermatological disease 0.6 (3/534) 0.6 (2/339)
Other 1.1 (6/534) 0.3 (1/339)

Previous infections, % (n/N)

Intestinal parasitosis

18.2 (97/534)

13.3 (45/339)

Chronic hepatitis

6.7 (36/534)

6.8 (23/339)

Gonorrhea

11.6 (62/534)

13.3 (45/339)

Syphilis

13.5 (72/534)

14.2 (48/339)

Tuberculosis

23.2 (124/534)

21.8 (74/339)

(Continued)
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Table 1. (Continued)
Variables Patients with serum Patients with stool
specimen (N=534) specimen (N=339)
Cerebral toxoplasmosis 3.2 (17/534) 3.5 (12/339)
Symptoms, % (n/N)
Cough or cold symptoms 14.8 (80/534) 13.8 (74/339)
Fever 1.7 (9/534) 1.2 (4/339)
Diarrhea 20.4 (109/534) 21.8 (74/339)
< 4 times a month 79.8 (87/109) 77.0 (57/74)
>= 4 times a month 20.2 (22/109) 23.0 (17/74)
Risk group, % (n/N)
Heterosexual 75.4 (376/499) 76.5 (244/319)
Homosexual 18.2 (97/499) 18.8 (60/319)
Transexual 2.1 (11/499) 2.5 (8/319)
Bisexual 3.0 (15/499) 2.2 (7/319)
HIV acquisition, % (n/N)
Sexual 87.3 (466/534) 90.6 (307/339)
Vertical 0.7 (4/534) 0.3 (1/339)
Parenteral 0.2 (1/534) 0.3 (1/339)
Unknown 11.8 (63/534) 8.8 (30/339)
CD4 +nadir, median (IQR),/ml 238 (118, 375) 239 (120, 375)
Current CD4+, median (IQR),/ml 443 (281, 615) 432 (289, 587)
Current CD4+<200/ml (AIDS), % (n/N)/ml 13.9 (52/374) 12.2 (29/238)
Current HIV viral load, % (n/N) (copies/ml)
Undetectable <20 75.8 (380/501) 76.9 (250/325)
Between 20 and 2000 11.4 (61/501) 11.4 (37/325)
Detectable >2000 11.2 (60/501) 11.7 (38/325)
ART adherence, % (n/N)
>95% 85.6 (374/437) 85.9 (243/283)
90-95 6.9 (30/437) 6.4 (18/283)
<90 7.6 (33/437) 7.8 (22/283)
Data shown as % (n/N) or median (IQR), unless specified otherwise. Statistically significant differences
shown in bold. Percentages may not total 100 due to rounding. ?Defined as absence of paved streets.
Self-medication with Albendazole (dose unknown). Abbreviations AIDS: Acquired Immune Deficiency
Syndrome. ART: anti-retroviral therapy.
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0013231.t001
Table 2. Correlation between charcoal culture and modified Baermann technique.
Charcoal culture Total
Positive, n (%) Negative, n (%)
Modified Baermann technique Positive, n (%) 47 (14.9%) 2 (0.6%) 49 (15.6%)
Negative, n (%) 30 (9.5%) 236 (74.9%) 266 (84.4%)
Total 77 (24.4%) 238 (75.6%) 315 (100%)
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0013231.t002
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3.4. S. stercoralis serologic results

Among the 534 participants with available serum specimens, 227 tested positive by ELISA (seroprevalence: 42.5%; 95%
Cl 38.1-47.5%).

3.5. Risk factors associated with parasitological S. stercoralis infection

After adjusting for sex, age, and variables with p values <0.05 in the bivariate analysis (Table 3), the characteristics most
strongly associated with parasitological infection of S. stercoralis in PLWH were belonging to the Loreto Regional Hospi-

tal catchment area (adjusted OR: 5.43), living in a rural area (adjusted OR: 1.86), living in a house made of wood/leaves

(adjusted OR: 2.18) and having hookworms in stools (adjusted OR: 23.88) (Fig 3a). The model's Cox—Snell R? value was
0.18 and the Nagelkerle R? value was 0.27, with an AUC of 0.76 (95% CI 0.70 — 0.82, p<0.001).

Table 3. Variables associated with S. stercoralis infection defined by visualization of larvae in stool (via the modified Baermann technique or
charcoal culture).

Infection defined by larvae in stool (N=339)
Infected (N=82) Not Infected (N=257) OR° (1C95%) p

Sex (male), % (n/N) 68.3 (56/82) 63.0 (162/257) 1.26 (0.74-2.15) 0.387
Age (years), median (IQR) 41 (31, 48) 41 (32, 49) - 0.746
Hospital attended, % (n/N)

Hospital Regional de Loreto 95.1 (78/82) 81.3 (209/257) 4.48 (1.56-12.83) 0.003

Hospital de Iquitos 4.9 (4/82) 18.7 (48/257) 1
Residence (Punchana district), % (n/N) 28.0 (23/82) 24.9 (64/257) 1.18 (0.67-2.06) 0.570
Occupation (primary sector), % (n/N) 17.0 (14/82) 13.6 (35/257) 1.31 (0.66-2.57) 0.439
Education (illiterate or completed only primary school), % (n/N) 24.4 (20/82 18.3 (47/257) 1.44 (0.80-2.61) 0.227
Epidemiological risk factors, % (n/N)

Lives with dogs, cats or farm animals (yes) 63.4 (52/82) 72.0 (185/257) 0.68 (0.40-1.14) 0.141

Walks barefoot (yes) 28.0 (23/82) 26.5 (68/257) 1.08 (0.62-1.89) 0.777

Resid in rural location® (yes) 45.1 (37/82) 26.5 (68/257) 2.29 (1.36-3.83) 0.001

Lives in house made of wood or leaves (yes) 64.6 (53/82) 41.6 (107/257) 2.56 (1.53-4.29) <0.001

Alcohol or tobacco consumption (yes) 54. (45/82) 51.8 (133/257) 1.13 (0.69-1.87) 0.621

Albendazole® 6 months prior to study (yes) 0.0 (0/82) 6.6 (17/257) - 0.016
Previous infections, % (n/N)

Chronic hepatitis (yes) 8.5 (7/82) 6.2 (16/257) 1.41 (0.56-3.55) 0.469

STI (gonorrhea or syphilis) (yes) 22.0 (18/82) 21.0 (54/257) 1.06 (0.58-1.93) 0.856

Tuberculosis (yes) 18.3 (15/82) 23.0 (59/257 0.75 (0.40-1.41) 0.373

Cough, fever or diarrhea (yes), % (n/N) 12.2 (10/82) 14.8 (38/257) 0.80 (0.38-1.69) 0.558

Frequent diarrhea (>= 4 times/month), % (n/N) 3.7 (3/82) 5.4 (14/257) 0.66 (0.19-2.35) 0.772

Risk group (non-heterosexual), % (n/N) 23.2 (19/82) 21.8 (56/257) 1.14 (0.63-2.08) 0.670
Current CD4+<200 (AIDS), % (n/N) 8.5 (7/82) 8.6 (22/257) 0.96 (0.39-2.38) 0.931
Current HIV viral load>2000 (detectable), % (n/N) 14.6 (12/82) 11.3 (29/257) 1.44 (0.70-2.97) 0.324
ART adherence <= 95% (bad adherence), % (n/N) 12.2 (10/82) 11.7 (30/257) 1.09 (0.50-2.36) 0.832
Hookworms in stool 18.3 (15/82) 0.8 (2/257) 28.55 (6.37-127.90) | <0.001

Data shown as % (n/N) or median (IQR), unless specified otherwise. Statistically significant differences shown in bold. Percentages may not total 100
due to rounding. ?Defined as absence of paved streets. *Self-medication with Albendazole (dose unknown). °Odds Ratio: “Not Infected” is the reference
category. STI: sexually transmitted infection.

https://doi.org/10.137 1/journal.pntd.0013231.t003
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a. Independent Predictors of S. stercoralis infection (defined by larvae in stools) from Multivariable Logistic-
Regression Analysis

Risk Factor Present Absent 0dds Ratio (95% CT) p
% (n infected/N) % (n infected/N)
|
Loreto Hospital 27.1 (78/287) 7.7 (4/52) i e — 5.66 (1.88 — 17.05) 0.002
Rural area 35.2(37/105) 19.2 (45/234) i —-— 2.16 (1.19-3.90) 0.011
I
Poor material house 33.1(53/160) 16.2 (29/179) |- 2.10(1.17 - 3.75) 0.012
|
Hookwoms in stool 88.2 (15/17) 0.6 (2/322) i = 23.88 (5.00 - 114.18) <0.001
T
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b. Independent Predictors of S. stercoralis seropositivity (defined by positive ELISA in serum) from
Multivariable Logistic-Regression Analysis

Risk Factor Present Absent Odds Ratio (95% CI) p
% (n infected/N) % (n infected/N)
\
Loreto Hospital 46.2 (192/416) 29.7 (35/118) i L 5.37(1.54-18.69) 0.008
!
Poor material house 51.6 (132/256) 34.2(95/278) i —a— 248 (1.39-4.42) 0.002
|
Hookworms in stool 0.89 (16/18) 0.6 (2/337) i - 9.78 (2.03- 47.08) 0.004
1
i
[ I I I I |
0.0 1.0 5.0 10 20 100

Fig 3. a. Independent Predictors of S. stercoralis infection (defined by larvae in stools) from Multivariable Logistic-Regression Analysis. b.
Independent Predictors of S. stercoralis seropositivity (defined by positive ELISA in serum) from Multivariable Logistic-Regression Analysis.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0013231.9g003

3.6. Risk factors associated with S. stercoralis seropositivity

After adjusting by sex, age, and variables with p values <0.05 in the bivariate analysis (Table 4), four variables had a sig-
nificant association with S. stercoralis seropositivity: belonging to Loreto Regional Hospital catchment area (adjusted OR:
3.88), living in a house made of wood/leaves (adjusted OR: 2.82), having hookworms in stools (adjusted OR: 9.78), and
having a low level of education (illiteracy or primary school) (adjusted OR 2.42) (Fig 3b). The model's Cox—Snell R? value
was 0.17 and the Nagelkerle R? value was 0.23, with an AUC of 0.72 (95% CI 0.67 — 0.78, p<0.001).

3.7. Detection of S. stercoralis by serology versus stool examination

A total of 354 participants had both stool and serologic results. With the modified Baermann technique and/or charcoal
culture as the parasitological reference standard, ELISA had a sensitivity of 92.6% and a negative predictive value of
96.9% (Table 5).

Only one hookworm infection was found to have a positive serology in absence of S. stercoralis stool infection.

Discussion

We detected a high prevalence of S. stercoralis infections in this population; approximately 1 in 4 PLWH had S. stercora-
lis larvae identified in stool and the seroprevalence was higher than 40%. These findings underscore the importance of
developing public health campaigns to screen populations living in tropical regions for S. stercoralis infection. Published
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Table 4. Variables associated with positive serology against S. stercoralis.
Infection defined by positive ELISA (N=534)
Infection (N=227) Non-Infection (N=307) OR° (IC95%) p

Sex (male), % (n/N) 71.4 (162/227) 62.2 (191/307) 1.51(1.05-2.19) 0.027
Age (years), median (IQR) 41 (31, 49) 41 (33, 48) - 0.942
Health area, % (n/N)

Hospital Regional de Loreto 84.6 (192/227) 73.0 (224/307) 2.03 (1.31-3.16) 0.001

Hospital de Iquitos 15.4 (35/227) 27.0 (83/307) 1
Residence (Punchana district), % (n/N) 27.8 (63/227) 23.1 (71/307) 1.28 (0.86-1.89) 0.223
Occupation (primary sector), % (n/N) 21.6 (49/227) 15.6 (48/307) 1.49 (0.96-2.31) 0.078
Education (illiterate or completed only primary school), % (n/N) 25.1 (57/227) 18.2 (56/307) 1.50 (1.00-2.28) 0.050
Epidemiological risk factors, % (n/N)

Lives with dogs, cats or farm animals (yes) 69.2 (157/227) 69.1 (212/307) 1.01 (0.69-1.46) 0.979

Walks barefoot (yes) 27.8 (63/227) 26.1 (80/307) 1.09 (0.74-1.60) 0.662

Resid in rural location® (yes) 36.1 (82/227) 30.9 (95/307) 1.26 (0.88-1.82) 0.209

Lives in house made of wood or leaves (yes) 58.1 (132/227) 40.4 (124/307) 2.05 (1.45-2.91) <0.001

Alcohol or tobacco consumption (yes) 52.9 (120/227) 50.8 (156/307) 1.09 (0.77-1.53) 0.639

Albendazole® 6 months prior to study 8.8 (20/227) 8.8 (27/307) 1.00 (0.55-1.84) 0.995
Previous infections, % (n/N)

Chronic hepatitis (yes) 7.5 (17/227) 6.2 (19/307) 1.23 (0.62-2.42) 0.554

ITS (gonorrhea or syphilis) (yes) 22.9 (52/227) 18.6 (57/307) 1.30 (0.85-1.99) 0.219

Tuberculosis (yes) 22.5 (51/227) 23.8 (73/307) 0.93 (0.62-1.40) 0.723

Cough, fever or diarrhea (yes), % (n/N) 13.7 (31/227) 18.6 (57/307) 0.69 (0.43-1.12) 0.131

Frequent diarrhea (>= 4 times/month), % (n/N) 3.1 (7/227) 4.9 (15/307) 0.62 (0.25-1.55) 0.300

Risk group (non-heterosexual), % (n/N) 26.9 (61/227) 20.2 (62/307) 1.50 (1.00-2.26) 0.052
Current CD4+<200 (AIDS), % (n/N) 9.3 (21/227) 10.1 (31/307) 0.93 (0.51-1.68) 0.802
Current viral load>2000 (detectable), % (n/N) 14.5 (33/227) 8.8 (27/307) 1.76 (1.02-3.02) 0.040
Adherence <= 95% (bad adherence), % (n/N) 12.8 (29/227) 11.1 (34/307) 1.18 (0.69-2.02) 0.547
Hookworms in stool 7.0 (16/227) 0.7 (2/307) 10.47 (2.37-46.24) | <0.001

Data shown as % (n/N) or median (IQR), unless specified otherwise. Statistically significant differences shown in bold. Percentages may not total 100
due to rounding. *Defined as absence of paved streets. *Self-medication with Albendazole (dose unknown). °Odds Ratio: Non-Infection is a reference

category.

https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0013231.t004

Table 5. Comparison of S. stercoralis serology and stool examinations.

S. stercoralis ELISA Modified Baermann Methods and/or Charcoal Culture

Positive Negative Total
Positive 75 86 161
Negative 6 187 193
Total 81 273 354
Sensitivity: 92.6%; 95 I1C: 0.84 - 0.97
Specificity: 68.5%; 95% IC: 0.63 - 0.74
Positive predictive value: 46.6%; 95% IC: 0.39 to 0.55
Negative predictive value: 96.9%; 95% IC 0.93 to 0.99
https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0013231.t005
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data describing S. stercoralis prevalence among PLWH are scarce [8,18]. Most publications suggest a higher risk of co-
infection with S. stercoralis in PLWH versus the general population [19-21], although PLWH do not seem to have a higher
risk of disseminated strongyloidiasis, probably due to their protective Th2 cytokine patterns [22—24]. S. stercoralis preva-
lence is likely highest in impoverished tropical areas such as the Peruvian Amazon basin, although no prior studies exist
of S. stercoralis infection in PLWH living in this region [5].

Regarding available epidemiologic data for strongyloidiasis in Latin America, a recent systematic review estimated the
global pooled prevalence of HIV and S. stercoralis co-infection to be 5%, and as high as 8% in some Caribbean and Latin
American countries (including Cuba, Bazil, and Venezuela) [22]. Studies of strongyloidiasis in Brazil, a large country that
shares Amazonian areas with Peru, indicate varied prevalences in PLWH, from 2-4% in the subtropical city of Sao Paulo
[25,26], to 12% in the high altitude tropical city of Minas Gerais [27] and 30% in the northeastern tropical city of Fortaleza
[28]. In this last study, conducted in an area similar to ours, S. stercoralis prevalence was significatively higher in PLWH
than in general population: 30% vs 11%. A Colombian cohort of PLWH demonstrated 0.5% stool prevalence of S. ster-
coralis, but, notably, the investigators performed only one stool test specific for S. stercoralis (agar culture). Ehsan et al.
[18], in one of the few meta-analyses describing geographical S. stercoralis prevalence in PLWH, reported a pooled stool
prevalence of 6.9% in Peru. To the best of our knowledge, our study is the first to provide strongyloidiasis prevalence data
for one of the largest cohorts of PLWH in the Peruvian Amazon.

Expanding our review of the HIV-S. stercoralis coinfection literature to outside of Latin America, several publications of
Asian and African PLWH utilized specific S. stercoralis techniques to evaluate prevalence in stool specimens. One study
of nearly 1,500 PLWH from eastern India found a stool prevalence of 3.76% [29]. Similar studies describe stool preva-
lence of 10.8% in Laos [30], 2.4-11.5% in Ethiopia [31,32], and 8.2% in Uganda [33]. Therefore, globally, most studies of
stool specimens of PLWH reveal a lower prevalence of S. stercoralis than our study.

Studies of S. stercoralis in populations without HIV living in or near Iquitos report a 10% stool prevalence among preg-
nant women [10], 8.7% among people living along the Nanai River [11], and 10.5% among children living in Padre Cocha
[13]. Several studies published prevalences closer to ours: 16% in schoolchildren in San Martin in 1999 and 19.5% in
outpatients with diarrhea in Madre de Dios in 2001 [10]. Gallardo et al. [12] reported one of the highest prevalences
(28.8%), while studying stools of another vulnerable population, soldiers, in 2015. Finally, a 2005 study in a rural com-
munity of the Pasco region, which is further from lquitos but still within the Amazon, concluded a higher prevalence than
ours, 38.5% [34].

Regarding seropositivity, we found a 42.5% Strongyloides seroprevalence in our cohort of PLWH. Studies of other
populations living in or near Iquitos also describe high seroprevalences, including 72% in a rural community 15 km from
Iquitos [11], 65% in recently published cross-sectional study in general population [35], and 33% in pregnant women [10],
being the latter two studies conducted by our research group, with a median difference of prevalence between stool and
serum of approximately 20% [36]. Outside Latin America, Asia is the continent best represented, from which studies report
seroprevalence rates ranging between 20% and 45% and indicate that seroprevalence increases with the population’s
degree of rurality or distance from health care [37-39].

In areas of high endemicity, Strongyloides crude antigen IgG ELISA is known to have a lower specificity compared to
reference stool tests because (1) Strongyloides IgG antibodies persist for many years after treatment and (2) the crude
antigen lysate allows for cross-reactivity with other helminths that can be co-endemics with S. stercoralis [40]. Besides,
ELISA’s sensitivity may be reduced in patients with AIDS due to impaired immune responses to the parasite [41]. In our
study, the specificity of the ELISA was close to 70%, similar to a study of pregnant women in Iquitos performed with the
same test [10], probably due to the persistence of antibodies in an endemic area (only one patient had a positive ELISA
for S. stercoralis with a discordant parasite in stool). About ELISA’s sensitivity and negative predictive value, they were
greater than 90%, higher than in the previously cited study, where it only reached 70% [10]. The higher cutoff point that we
chose for this study could be responsible for this improvement.
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Although various immunocompromising conditions have been associated with Stronglyoides hyperinfection syndrome,
HTLV-1 infection (also present in Iquitos, with an estimated prevalence in general population of 1-2% [10,35] but unknown
between PLWH), and iatrogenic immunosuppression via corticosteroid use are the most consistent associations [8].
PLWH, especially those with AIDS, are a vulnerable group with a relatively high utilization of corticosteroid therapy [23].
Previous investigations in PLWH [18,25,32,42] suggest that the socioeconomic status, AIDS stage, alcoholism or male
gender may contribute to risk for S. stercoralis infection in this group [8,21].

Studies evaluating specific risk factors are rare. In our cohort, adjusted risk of S. stercoralis stool positivity was higher
among PLWH living in a house made of wood/leaves (used as a proxy for low socioeconomic status), in a rural area
(defined by the presence of unpaved streets, regardless of housing material), or with a low level of education. These
findings are consistent with well-established risk factors, including poor sanitation, contact with fecal contaminated soil
due to lifestyle practices, limited access to healthcare, and overall socioeconomic vulnerability [5,23,43,44]. Addition-
ally, we found that study participants attending Loreto Regional Hospital —an urban area in the confluence of two major
rivers—, had a higher risk of S. stercoralis infection than those attending Iquitos Hospital. Loreto Regional Hospital is the
referral hospital for people from river communities with limited access to potable water, which may explain our results.
This data also could be influenced by the higher amount of patients collected in this Hospital. Hookworm infection in stool
was significantly associated with both S. stercoralis infection and seropositivity. This co-occurrence has been discussed in
previous literature, as the distribution of both helminths often overlaps due to similar biological and epidemiological char-
acteristics. Consequently, hookworm has been proposed as a proxy indicator for estimating the global burden of strongy-
loidiasis [11,45]. Although-cross-reactivity in serology remains a concern, it did not affect ELISA’s specificity in our cohort,
as previously discussed.

In our study, AIDS stage was not significantly associated with either S. stercoralis stool positivity or seropositivity [33]. A
viral load >2000 copies/ml was significantly associated with seropositivity in the bivariate analysis, though not in the mul-
tivariate analysis. However, the substantial amount of missing data on CD4 count and viral load limits the strength of con-
clusions regarding the association between poor immunovirological control and infection risk. Other previously described
risk factors, including a non-heterosexual sexual orientation [25,20], low educational level, agricultural occupation [31],
and male sex [18,43], were borderline-associated with S. stercoralis seropositivity in the bivariate analysis but not found to
be significant risk factors in the multivariate analysis. Deworming treatment within the past six months appeared protec-
tive against S. stercoralis stool positivity in the bivariable analysis but was not significant in the multivariate analysis [33].
Although albendazole (administered twice over three days) may explain this effect, many participants could not recall the
exact drug dosage, which may have influenced the results.

A key strength of this study is its comprehensive approach to evaluate S. stercoralis infection in PLWH, utilizing two
complementary classes of tests: parasitological analysis of stool samples and serological testing. Additionally, the study
focuses on a population from a highly endemic Amazonian region, providing valuable epidemiological insights into an area
where data on this common coinfection are scarce. Our large sample size further strengthens the reliability and generaliz-
ability of the findings.

This study has several limitations. First, we collected and analyzed only a single stool sample, which may have under-
estimated the true prevalence of S. stercoralis [46]. Analyzing three samples could have improved the detection rate of
active infection [47]. To mitigate this limitation, we used two different parasitological techniques to enhance the sensitivity
of larval detection. Second, the absence of molecular techniques, (e.g., PCR), which are highly sensitive and useful for
identifying low-level infections, may have limited diagnostic accuracy. Additionally, our cohort primarily included PLWH
who were actively engaged in routine care, possibly underrepresenting individuals not accessing care—who may be at
greater risk of infection. Finally, the large amount of missing data on CD4 and viral load hindered our ability to fully explore
associations between immunovirological control and infection risk. While our findings highlight a high burden of S. ster-
coralis in the Amazon, they may not be generalizable to regions with different epidemiological contexts.
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Conclusion

Infection with Strongyloides stercoralis is common and potentially serious among people living with PLWH in Iquitos and
the surrounding areas, affecting nearly one in four individuals, primarily from impoverished backgrounds. It is essential to
implement a routine screening program for S. stercoralis, especially at the time of entry into HIV care and during follow-up
visits, due to the risk of reinfection. This measure could reduce Strongyloides-related morbidity and prevent severe com-
plications, such as Strongyloides hyperinfection syndrome.

Furthermore, our findings underscore the urgent need for large-scale public health interventions, including deworming
protocols targeted at vulnerable populations and improved access to effective screening and diagnostic tools tailored to
low resource endemic regions. Proactively working toward the control of strongyloidiasis will not only improve the quality
of life for PLWH but also reduce the broader public health burden in Amazonian areas.
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4.2.1. Referencia del articulo

Otero-Rodriguez S, Pinedo-Cancino V, Casapia-Morales M, Villacorta-Pezo VY,
Mego-Campos, S, Parrdguez-de-la-Cruz ], Merino E, Clark E.H, Ramos-Rincén M.
Prevalence of Intestinal Protozoa Among Patients Living with HIV in the Peruvian
Amazon. Trop. Med. Infect. Dis. 2025;10(11):324.

4.2.2. Abstract en espaiiol

Los protozoos intestinales son una causa frecuente de morbilidad en personas
que viven con VIH (PVV), especialmente en regiones tropicales con saneamiento
deficiente. Realizamos un estudio transversal en 315 PVV de Iquitos, Perd, entre
octubre de 2023 y mayo de 2024, para evaluar su prevalencia y factores de
riesgo. Las muestras fecales se analizaron mediante yodo de Lugol, tincién de
Ziehl-Neelsen modificada e inmunocromatografia. La edad media fue de 41
afos, con una mediana de CD4+ de 431 células/uL; el 12.4% se encontraba
en estadio SIDA y el 21.5% tenia carga viral detectable. El 51.4% de los
participantes fue positivo para algtn protozoo intestinal. La prevalencia global
de Cryptosporidium spp. (combinando los resultados de ZNM e ICT) fue del
25.7%. Las prevalencias globales de Giardia spp. y Entamoeba spp. (combinando
Lugol e ICT) fueron del 2.9% y 1.9 % respectivamente. Blastocystis spp. se aisl6
con frecuencia, aunque su patogenicidad sigue siendo incierta. La concordancia
diagnostica fue casi perfecta entre Lugol e ICT para Giardia spp. y Entamoeba
spp. (k=0.87; p<0.001 y x=0.91; p<0.001, respectivamente), pero solo ligera entre
ZNM e ICT. Las practicas homosexuales se identificaron como un factor de
riesgo significativo para la infeccién por protozoos patégenos (ORa: 2.52; IC
del 95%: 1.04-6.12). En conclusién, la elevada prevalencia de infecciéon por
protozoos refleja una exposicién feco—oral persistente, lo que resalta la necesidad

de educacion sanitaria, diagnéstico rutinario y tratamiento en entornos similares.

4.2.3. Articulo original
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Abstract

Intestinal protozoa are a common cause of morbidity in people living with HIV (PWH),
particularly in tropical regions with poor sanitation. We conducted a cross-sectional study
in 315 PWH from Iquitos, Peru, between October 2023 and May 2024, to assess their
prevalence and risk factors. Stool samples were examined using Lugol’s iodine, modified
Ziehl-Neelsen (MZN) staining, and immunochromatography (ICT). The mean age was
41 years, with a median CD4+ count of 431 cells/puL; 12.4% were in the AIDS stage, and
21.5% had a detectable viral load. 51.4% of the participants tested positive for any intestinal
protozoa. The overall Cryptosporidium spp. prevalence (by combining MZN and ICT results)
was 25.7%. The overall Giardia spp. and Entamoeba spp. prevalences (by combining Lugol’s
iodine and ICT results) were 2.9% and 1.9%, respectively. Blastocystis spp. was frequently
isolated, though its pathogenicity remains uncertain. Diagnostic agreement was almost
perfect between Lugol and ICT for Giardia and Entamoeba (x = 0.87; p < 0.001 and k = 0.91;
p < 0.001, respectively), but only slight between MZN and ICT. Homosexual practices
were identified as a significant risk factor for pathogenic protozoa infection (AOR 2.52;
95% CI: 1.04-6.12). In conclusion, the high prevalence of protozoa infection reflects ongoing
fecal-oral exposure, underscoring the need for public health education, routine diagnosis,
and treatment in similar settings.

Keywords: intestinal protozoa; parasite; Cryptosporidium; Giardia; Entamoeba; HIV; Peru
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1. Introduction

Intestinal protozoa are common in immunocompromised patients and an important
cause of diarrhea in patients living with HIV (PWH) worldwide [1], particularly in tropical
low-resource countries that are challenged by scarce access to potable water and/or robust
sanitation infrastructure [2,3].

Cryptosporidium spp. is a well-recognized opportunistic intestinal protozoa that cause
acute or chronic enterocolitis, with severity varying according to the host’s immune sta-
tus [4]. In fact, it is classified as an acquired immunodeficiency syndrome (AIDS)-defining
illness, as it predominantly affects PWH with profound immunosuppression, in whom
it can lead to severe, life-threatening diarrheal disease [4-7]. Additionally, it can cause
epidemic outbreaks [8]. Giardia duodenalis can cause similar gastrointestinal manifestations,
particularly diarrhea and malabsorption, which can be more persistent and difficult to
treat in immunocompromised hosts, although it is less frequently associated with life-
threatening disease [9]. Entamoeba histolytica is a well-recognized pathogenic intestinal
protozoan capable of causing amebic colitis, with disease severity largely determined by
the host’s immune status. In immunocompromised patients, such as those with advanced
HIV infection, E. histolytica infection may progress to more severe manifestations, including
amebic liver abscesses and fulminant amebic dysentery [10].

Blastocystis spp., traditionally known as a commensal parasite, is a parasite frequently
found in human fecal samples [11,12]. Its pathogenicity remains uncertain; however, certain
subtypes (such as ST1 and ST7) have been associated with gastrointestinal symptoms—
including diarrhea, bloating, or abdominal pain—and, in some reports, with irritable
bowel syndrome and pruritus, possibly mediated through alterations of the intestinal
microbiome [13]. This suggests that the clinical relevance of Blastocystis may be limited to
specific populations and clinical contexts. Entamoeba coli, Endolimax nana, and lodamoeba
biitschlii are generally considered non-pathogenic in humans, but their presence in stool
may serve as a sentinel for infection with pathogenic organisms [14].

The prevalence of intestinal protozoa is likely underestimated given the high propor-
tion of asymptomatic infections, low sensitivity of standard microscopy, and scarcity of
personnel who are competent in parasitology diagnosis [6]. Despite this, it is consistently
reported to be high among PWH in Peru [15], sometimes reaching levels twice as high as
in healthy individuals [16]. Some reports describe intestinal protozoa in PWH in Lima,
with an overall prevalence of 47.5%. Cryptosporidium spp., Blastocystis spp., and Giardia
duodenalis were the most common, with prevalences of approximately 20%, 11%, and 8%,
respectively [17,18]. However, no studies have assessed the HIV population in the Peruvian
Amazon basin.

Iquitos, Peru, the largest city in the Peruvian Amazon (Loreto Department), presents
a unique context for studying the prevalence of intestinal protozoa in PWH. It has the
second-highest prevalence of PWH in Peru, after Lima; more than 1000 patients presented
to Iquitos” public hospitals, and 272 new HIV cases were diagnosed in the latter part of
2023 [19]. The city has distinctive environmental and socio-economic factors (hot and
humid conditions, limited access to healthcare and potable water, high levels of poverty),
which could contribute to a high burden of intestinal parasitic infections. Despite the
favorable environment for intestinal protozoa infections, their epidemiology in PWH is
understudied. Addressing this knowledge gap is crucial for developing targeted clinical
and public health interventions to improve the care of PWH.

The objective of this study was to assess the parasitological prevalence and risk factors
for intestinal protozoa infection in established outpatients attending HIV-dedicated clinics
in Iquitos, Peru.
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2. Materials and Methods

We conducted a cross-sectional study of PWH receiving care at one of two hospitals
in Iquitos, Loreto Department, Peru: (1) the Regional Hospital of Loreto “Felipe Santi-
ago Arriola Iglesias”, a referral center for patients from the northern part of the city or
surrounding rural communities), and (2) the Hospital of Iquitos “César Garayar Garcia”,
a referral center for patients from the southern part of the city, from 20 October 2023 to
20 May 2024.

2.1. Study Population and Inclusion/Exclusion Criteria

We included adult outpatients (>18 years) with confirmed HIV infection who were
attending HIV-dedicated clinics for routine follow-up at either the Regional Hospital of
Loreto or the Hospital of Iquitos and were able to provide stool specimens. Previously
enrolled patients were excluded from re-entry during the study period.

2.2. Enrollment Procedures

Patients were enrolled consecutively after being informed about the study when they
attended either hospital for their routine follow-up visits, which are typically scheduled
every six months. After informed consent, the participant’s socio-epidemiological, clinical,
and HIV-related data were collected through a structured interview and recorded in an
electronic Excel spreadsheet due to the lack of a stable internet connection. The presence
of diarrhea was classified according to the patient’s self-report, while frequency was
categorized into three categories (at least once a day, at least once a week, at least once a
month). Next, study participants submitted a fresh stool specimen, which was preserved
under cold-chain conditions and processed for copro-parasitological examination on the
same day. If participants could not submit the stool sample, a driver collected it from their
home within the following week, provided they consented to a home visit. All participants
agreed to home collection. The driver was available by call from 9:00 a.m. to 7:00 p.m.,
Monday through Friday, with patients instructed to keep samples refrigerated as much
as possible; transport to the clinic usually took 20-30 min, during which samples were
maintained in a cooler to preserve the cold chain.

2.3. Stool Specimen Processing, Staining, and Microscopy

Stool samples were examined using Lugol’s iodine solution for the identification of
intestinal protozoa; modified Ziehl-Neelsen (MZN) stain for Cryptosporidium spp. oocysts
(a technique not routinely performed in Iquitos); and an immunochromatographic test
(ICT) for Cryptosporidium spp., Giardia duodenalis, and Entamoeba histolytica/dispar. All the
positive samples were assessed by two technicians, together with the 20% negative stool
(control quality) and the MZN stains. Discordant results were re-evaluated until consensus
was reached. In addition, standard quality control procedures were followed throughout
the staining and reading processes.

- Lugol’s iodine solution: Each fecal specimen was analyzed using Lugol’s iodine solu-

tion to enhance the diagnostic accuracy of direct microscopy of wet mounts, looking
for Giardia spp., Entamoeba spp., Blastocystis spp., Entamoeba coli, Endolimax nana,
and lodamoeba biitschlii. Due to the expected high volume of samples and the labor-
intensive nature of some techniques, a concentration method was not performed.
Moreover, given the anticipated high prevalence of intestinal protozoa in this pop-
ulation and the use of additional diagnostic methods (ICT and MZN), the benefit
of performing a concentration technique was considered limited [20]. Lugol’s io-
dine stains glycogen and other cytoplasmic structures, enhancing the visualization
of protozoan cysts and trophozoites. Giardia cysts typically appear oval with in-
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ternal nuclei and axonemes [21], while Entamoeba cysts show characteristic nuclear
structures and chromatoid bodies, and the trophozoite could appear with red blood
cells in the cytoplasm, which allows it to be distinguished from the commensal
E. dispar, even if it is not a pathognomonic sign [22]. Commensal protozoa, includ-
ing Blastocystis, display variable shapes and internal granularity, whereas E. coli,
E. nana, and I. biitschlii cysts can be distinguished by their size, number of nuclei,
and cytoplasmic inclusions [23]. This technique is simple, fast, and useful, and pro-
vides a cost-effective approach for preliminary identification of intestinal protozoa in
laboratory settings.

- Modified Ziehl-Neelsen stain (MZN): Briefly, each stool sample was homogenized,

and a thin smear was prepared on a slide. After heat-fixing, slides were stained with
phenolated fuchsin, decolorized with 3% acid alcohol, counterstained with methylene
blue, air-dried, and observed under immersion oil at 100x magnification [24]. To
assure high-quality microscopy results, the two study staff microscopists were trained
by the Cayetano Heredia University’s Microbiology Service and Selva Amazonica
Civil Association before study initiation.

- Crypto + Giardia + Entamoeba ICT (CerTest®®, Certest Biotec, Zaragoza, Spain) [25]:
This one-step combo card test is a colored chromatographic immunoassay for the

simultaneous qualitative detection of Cryptosporidium spp. (via Anti-Crypto MAb
(clone CR23) and inactivated Cryptosporidium parvum antigen (native extract)), Giardia
duodenalis (via ol-giardin protein and/or the cyst wall protein CWP1, detecting
both trophozoites and cysts) and Entamoeba histolytica/dispar (via antigens from both
species) in stool samples [26]. It is used by mixing a small amount of stool sample
with the provided buffer, applying the mixture to the test cassette, and waiting the
specified time (usually 10-15 min). The appearance of lines in the result window
indicates the presence of antigens from Cryptosporidium spp. and/or Giardia duodenalis
and/or Entamoeba histolytica/dispar.

2.4. Data Analysis

Statistical analyses were performed via SPSS Statistics version 22.0 (IBM, Armonk,
NY, USA). For descriptive statistics, categorical variables are expressed as frequencies
and percentages, while continuous variables are presented as medians with interquartile
range (IQRs). The 95% confidence intervals (CIs) were calculated using the Newcombe
method [27]. Categorical variables were compared using Chi-square tests, while contin-
uous variables were analyzed using Student’s t-tests (for variables with a normal distri-
bution, like age) and Mann-Whitney U tests (for other quantitative variables without a
normal distribution). The prevalence of each parasite was reported separately for each
diagnostic method (Lugol’s microscopy, ICT, and MZN staining), as well as an overall
prevalence for Giardia spp., Entamoeba histolytica/dispar, and Cryptosporidium spp., defined
as follows:

Overall Giardia spp. prevalence: combined positivity in Lugol’s microscopy and ICT;
e Overall Entamoeba histolytica/dispar prevalence: combined positivity in Lugol’s mi-
croscopy and ICT;
e Overall Cryptosporidium spp. prevalence: combined positivity in MZN staining and ICT.

Finally, we also present the prevalence in the subgroup of patients reporting diarrhea.
To compare the agreement between two diagnostic tests (MZN versus ICT for Cryp-
tosporidium spp. and Lugol’s iodine solution versus ICT for the other two protozoa), we
calculated Cohen’s kappa coefficient, which measures concordance beyond chance. Kappa
values were interpreted as slight (0-0.20), fair (0.21-0.40), moderate (0.41-0.60), substantial
(0.61-0.80), or almost perfect (0.81-1.00) agreement. McNemar's test for paired proportions



Capitulo 4. Resultados 86

Trop. Med. Infect. Dis. 2025, 10, 324

50f17

was performed to evaluate whether there were significant differences in the number of
positive results detected by each method.

Risk factors were assessed for the overall prevalence of the three main pathogenic
intestinal protozoa (Cryptosporidium, Giardia, and Entamoeba). Initially, we evaluated them
through bivariate analysis, with associations quantified using odds ratios (ORs). Subse-
quently, multivariable logistic regression models were constructed to identify independent
risk factors for protozoan infection. This model included variables that showed statistical
significance (p < 0.05) in the univariate analyses, adjusted for gender and age. The models’
goodness of fit was assessed using Cox-Snell R? and Nagelkerke R? statistics to evaluate the
association between the dependent variable (protozoa infection) and independent variables
(socio-epidemiological, clinical, and HIV-related factors).

2.5. Ethical Considerations

The Ethics Committee of Loreto Regional Hospital in Iquitos (Peru) (EXP: ID-018-
CIEI-2013) and the Responsible Research Office of the Miguel Hernandez University of
Elche approved the study (DMC.JMRR.230908). All participants provided written informed
consent. All study results were kept strictly confidential and released only to the partici-
pants” HIV healthcare providers, who offered treatment and follow-up to those who tested
positive for intestinal parasites (protozoa or helminths) at no cost.

3. Results
3.1. Description of the Cohort

315 patients were enrolled (Figure 1). The mean age of the PWH cohort was 41 (+/—11
years), with a median of CD4+ count of 431 cells/uL (IQR 288, 584). 39 patients (12.4%)
had CD4+ count < 200 cells/uL (AIDS stage), while 68 (21.5%) had a detectable viral load.

370 patients
approached

|

356 patients
consented

l

315 patients with
complete data

A
[ )
Lugol’s iodine MZN technique ICT
Giardia spp. Cryptosporidium spp Cryptosporidium spp.
Entamoeba spp. Giardia duodenalis
Blastocystis spp. Entamoeba histolytica/dispar

Entamoeba coli
Endolimax nana
Todamoeba biitschlii

Figure 1. Flowchart illustrating sample availability for the study.
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Most participants (267 /315, 85%) were enrolled from Loreto Regional Hospital, which
has the largest PWH cohort in Iquitos. Most participants were heterosexual men (227/315,
76.7%) and had few comorbidities. 103/315 (32.7%) resided on an unpaved road, 150/315
(47.6%) lived in a wood-made house, and 220/315 (70.0%) reported frequent contact with
domestic animals. Of those reporting diarrhea (68/315, 21.6%), 76.5% reported symptoms
once a month, 10.3% once a week, and 13.2% once a day. Baseline characteristics remained
similar after excluding the 41 patients with incomplete data (n = 356 — 315).

3.2. Stool Diagnosis

We received stool samples from 315 PWH. All samples underwent direct examination
using Lugol’s iodine staining, MZN, and ICT. Among the 315 samples, 162 (51.4%; 95% CI
45.9-57.0%) were positive for any pathogenic or commensal protozoa.

3.2.1. Prevalence of Giardia spp., Entamoeba spp., Blastocystis spp., and
Commensal Pathogens

By Lugol’s iodine staining, 35/315 (prevalence 11.1%; 95% CI 8.1-15.1%) were positive
for Blastocystis spp., 8/315 (prevalence 2.5%; 95% CI 1.2-4.9%) for Giardia spp., and 5/315
(prevalence 1.6%; 95% CI 0.7-3.7%) for Entamoeba spp. For commensal pathogens, 64/315
(prevalence 20.3%; 95% CI 16.3-25.1%) were positive for Entamoeba coli, 24 /315 (prevalence
7.6%; 95% CI 5.2-11.1%) for Endolimax nana, and 6/315 (prevalence 1.9%; 95% CI 0.8-4.1%)
for Iodamoeba buetschlii.

By ICT, 8/315 (prevalence 2.5%; 95% CI 1.2-4.9%) were positive for Giardia duodenalis,
and 6/315 (prevalence 1.9%; 95% CI 0.8—4.1%) for Entamoeba histolytica/dispar.

By combined methods (overall prevalence): 9/315 (prevalence 2.9%; 95% CI 1.5-5.3%)
were positive for Giardia spp., and 6/315 (prevalence 1.9%; 95% CI 0.8—4.1%) for Enta-
moeba spp.

3.2.2. Prevalence of Cryptosporidium spp.

By MZN, 73/315 (prevalence 23.2%; 95% CI 18.9-28.1%) were positive for Cryptosporid-
ium spp.

By ICT, 11/315 (prevalence 3.5%; 95% CI 2.0-6.1%) were positive for Cryptosporid-
ium spp.

By combined methods (overall prevalence), 81/315 (prevalence 25.7%; 95% CI
21.2-30.8%) were positive for Cryptosporidium spp.

3.2.3. Evaluation of Diagnostic Test Agreement

Agreement between Lugol’s iodine microscopy and ICT for the detection of Giardia
spp. and Entamoeba spp. was almost perfect (x = 0.87; 95% CI 0.70-1.00; p < 0.001 and
k =0.91; 95% CI0.73-1.00; p < 0.001, respectively), while McNemar’s test did not indicate
a significant difference between discordant pairs (p = 1.000) in both cases. In contrast,
agreement between MZN and ICT for the detection of Cryptosporidium spp. was slight
(k =0.11; 95% CI 0.04-0.18; p = 0.74), while McNemar'’s test revealed a significant difference
in discordant pairs (p < 0.001) (Figure 2).

3.2.4. Prevalence of Co-Infection with Giardia spp., Entamoeba spp., Cryptosporidium spp.,
and Blastocystis spp.

8/315 patients (2.5%; 95% CI 1.3—4.9) were co-infected with Cryptosporidium spp. and
Blastocystis spp., 3/315 (1.0%; 95% CI 0.3-2.9) with Cryptosporidium spp. and Giardia spp.,
and 2/315 (0.6%; 95% CI 0.2-2.3) with Giardia spp. and Blastocystis spp.
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3.2.5. Epidemiological Risk Factors Associated with Pathogenic Intestinal
Protozoa Positivity

We compared demographic and epidemiological characteristics, comorbidities, and
HIV infection features by pathogenic protozoa (overall Cryptosporidium spp., Giardia spp.,
and Entamoeba spp. positivity) (Table 1).

Conventional microscopy

Lugol's iodine

- Giardia spp.
Giardia — -
. Positive | Negative
duodenalis =
Positive 7 1 —’| k= 0.87; p<0.001 |
Negative 1 306
Entamoeba spp.
Entamoeba Positive | Negative
histolytica/dispar | Positive 5 1 —>| k=0.91; p<0.001 |
Negative 0 309

o Cryptosporidium spp.
Cryptosporidium Positive | Negative
spp- T3 s | x=011:p=074 |
Negative 70 234

Figure 2. Cross-tabulations and Cohen’s Kappa (k) for ICT versus conventional microscopy for
Giardia spp., Entamoeba spp., and Cryptosporidium spp. Kappa values were interpreted as follows:
slight (0-0.20), fair (0.21-0.40), moderate (0.41-0.60), substantial (0.61-0.80), and almost perfect
(0.81-1.00) agreement.

Table 1. Bivariate analysis of epidemiological characteristics of study participants (N = 315) by pathogenic
protozoa positivity (overall Cryptosporidium spp., Giardia spp., and Entamoeba spp. positivity).

Pathogenic Pathogenic
Variables Protozoa Protozoa OR P
Positive (N = 92) Negative (N = 223)

Male, % (n/N) 60.9 (56/92) 64.6 (144/223) 0.85 0.54
Age, mean £ SD, years 42 £12 41 £12 1.26 0.39
Hospital attended, % (n/N)

Hospital of Iquitos 26.1 (24/92) 10.8 (24/223) 2.93 0.001

Regional Hospital of Loreto 73.9 (68/92) 89.2 (199/223) : <0
Residence, % (n/N)

Iquitos district 33.7 (31/92) 34.5(77/223)

Punchana district 29.3 (27/92) 25.1 (56/223)

Belen district 15.2 (14/92) 15.7 (35/223) N/A 0.58

San Juan district 16.3 (15/92) 22.0 (49/223)

Outside of Iquitos 5.4(5/92) 2.7 (6/223)
Occupation, % (n/N)

Unemployed or student (yes) 38.1(35/92) 46.2 (103/223)

Cattle, agriculture or construction (yes) 16.3 (15/92) 15.2 (34/223)

Craft work (yes) 4.3 (4/92) 4.5 (10/223) N/A 0.19

Intellectual work ? (yes) 15.2 (14/92) 6.7 (15/223)

Self-employment (yes) 26.1(24/92) 27.4 (61/223)
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Table 1. Cont.

Pathogenic Pathogenic
Variables Protozoa Protozoa OR P
Positive (N = 92) Negative (N = 223)

Education, % (n/N)

None (yes) 3.3(3/92) 2.7 (6/223)
Attended primary school (yes) 22.2(20/92) 14.3 (32/223) N/A 031
Attended secondary school (yes) 48.9 (45/92) 59.2 (132/223) ’
Attended university (yes) 26.1(24/92) 23.8 (53/223)
Epidemiological risk factors, % (n/N)
Lives with dogs/cats/farm animals (yes) 69.6 (64/92) 70.0 (156/223) 0.98 0.94
Walks barefoot (yes) 33.7 (31/92) 26.0 (58/223) 1.45 0.17
Resides in a rural location P (yes) 30.4 (28/92) 33.6 (75/223) 0.86 0.58
Lives in a house made of wood/leaves (yes) 44.6 (41/92) 48.9 (109/223) 0.84 0.49
Alcohol or tobacco consumption (yes) 55.4 (51/92) 51.6 (115/223) 1.17 0.53
Comorbidity, % (n/N)
Diabetes or high blood pressure (yes) 6.5 (6/92) 7.6 (17/223) 0.85 0.73
Other cardiovascular disease (yes) 1.0 (1/92) 3.6 (8/223) 0.30 0.23
Digestive disease (yes) 8.7 (8/92) 5.4 (12/223) 1.68 0.27
Urinary disease (yes) 3.3(3/92) 0.9 (2/223) 3.73 0.13
Dermatological disease (yes) 1.0 (1/92) 0.4 (1/223) 2.44 0.52
Other (yes) 0.0 (0/92) 0.9 (2/223) 1.42 0.36
Previous infections, % (n/N)
Tuberculosis (yes) 20.7 (19/92) 22.0 (49/223) 0.92 0.80
Intestinal parasitosis (yes) 18.5 (17/92) 9.0 (20/223) 2.30 0.017
Gonorrhea (yes) 19.6 (18/92) 10.3 (23/223) 212 0.026
Syphilis (yes) 18.5(17/92) 13.5 (30/223) 1.46 0.26
Chronic hepatitis (yes) 8.7 (8/92) 5.8 (13/223) 1.54 0.35
Cerebral toxoplasmosis (yes) 0.0 (0/92) 4.9 (11/223) 1.43 0.038
Symptoms, % (n/N)
Cough, cold symptoms (yes) 14.1 (13/92) 8.1 (18/223) 1.87 0.10
Fever (yes) 1.1(1/92) 2.2 (5/223) 0.48 0.68
Diarrhea (yes) 26.1(24/92) 19.7 (44/223) 1.44 0.21
Frequency of diarrhea, % (n/N)
No diarrhea 73.9 (68/92) 80.3 (179/223)
Once a month 16.3 (15/92) 16.6 (37/223)
Once a week 22(2/92) 2.2 (5/223) N/A 0014
Once a day 7.6 (7/92) 0.9 (2/223)
Risk group, % (n/N)
Heterosexual 70.9 (61/86) 79.0 (166/210)
Homosexual 27.9 (24/86) 15.7 (33/210) N/A 0.046
Transexual /Bisexual 1.2 (1/86) 5.2 (11/210)
m  Missing data, % (n/N) 6.5 (6/92) 5.8 (13/223)
HIV acquisition, % (n/N)
Sexual 92.4 (85/92) 88.8 (198/223)
Vertical 0.0 (0/92) 0.9 (2/223)
Parenteral 0.0 (0/92) 0.4 (1/223) N/A - 064

Unknown 7.6 (7/92) 9.9 (22/223)
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Pathogenic Pathogenic

Variables Protozoa Protozoa OR p
Positive (N = 92) Negative (N = 223)

CD4+ nadir, median (IQR), /uL 234 (131, 369) 261 (117, 378) N/A 084
m  Missing data, % (n/N) 46.7 (43/92) (92/223)
Current CD4+, median (IQR), /uL 427 (265, 574) 431 (293, 592) N/A 0.61
m  Missing data, % (n/N) 30.4 (28/92) 31.4 (70/223)
Current CD4+ < 200/mL, % (#/N), /mL 18.8 (12/64) 9.8 (15/153) 212 0.069
m  Missing data, % (1/N) 30.4 (28/92) 31.4 (70/223)
Uncontrolled HIV viral load,
(>20 copies/mL), % (1/N) 29.4 (25/85) 18.4 (40/217) 1.84 0.037
m  Missing data, % (n/N) 7.6 (7/92) 2.7 (6/223)
Poor ART adherence < 95%, % (1/N) 14.8 (12/81) 14.2 (26/183) 1.05 0.90
m  Missing data, % (n/N) 12.0 (11/92) 17.9 (40/223)

Data are shown as % (1/N) or median (interquartile range: IQR), unless specified otherwise. Variables with a
p-value < 0.10 are shown in bold and were included in the multivariable analysis. Percentages may not total
100 due to rounding. ? Scientific work, teaching, architecture, or politics. ® Defined as the absence of paved streets.
Abbreviations: N/A: not applicable. ART: anti-retroviral therapy.

After adjusting for sex, age, and variables with p-values < 0.10 in the bivariate analysis
(hospital, current CD4+ count < 200 cells/uL, viral load uncontrolled >20 copies/mL, daily
diarrhea, homosexual practices, prior intestinal parasite infection, gonococcal infection
and toxoplasmosis), homosexual practices (compared with heterosexual, bisexual, or trans-
gender practices) were significantly associated with a higher risk of pathogenic protozoa
positivity (p: 0.045; adjusted OR: 2.52; 95% CI: 1.04-6.12). As including CD4+ count in the
multivariable model reduced the analytic sample to 199 participants (63.2% of the total),
due to missing data for this variable, an additional multivariable analysis was performed
excluding CD4+, which increased the sample size to 285 participants (90.5% of the co-
hort). The second model yielded consistent results, showing that homosexual risk practices
were also associated with a higher prevalence of intestinal parasitosis (p: 0.028; adjusted
OR: 2.32; 95% CI: 1.10-4.91), together with a history of previous gonococcal infection
(p: 0.022; adjusted OR: 2.77; 95% CI: 1.16-6.59).

3.2.6. Prevalence Pattern of Protozoa in People Referring Diarrhea

Among patients with diarrhea, the prevalence pattern of pathogenic agents was higher
than in asymptomatic individuals. Cryptosporidium spp. was the most frequently isolated
parasite (19/68, 27.9%; 95% CI 18.7-40.0), followed by Blastocystis spp. (8/68, 11.8%; 95% CI
6.1-21.5), Giardia spp. (4/68, 5.9%; 95% C12.3-14.2), and Entamoeba spp./3/68, 4.4%; 95% CI
1.1-13.1).

The presence of overall Giardia spp. was marginally associated with diarrhea in the
previous month (p = 0.091; OR 3.03; 95% CI 0.79-11), which was similar for Entamoeba spp.
(p = 0.088; OR 3.754; IC 0.74-19.04)), without significant differences in the sub-analysis
by Lugol’s iodine or ICT techniques. A prior diagnosis of gonorrhea was significantly
associated with diarrhea (p = 0.012; OR 2.41; 95% CI 1.20-4.86), as was a history of digestive
disease (p < 0.001; OR 4.09; 95% CI 1.63-10.28).
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4. Discussion

This study provides an epidemiologic evaluation of intestinal protozoa infections
among a vulnerable population—people with HIV (PWH)—in Iquitos, Peru, representing
one of the few studies conducted in a tropical rainforest environment, where ecological con-
ditions for the transmission and acquisition of intestinal parasites are particularly favorable.
The global prevalence of intestinal parasitosis in patients with HIV/AIDS and diarrhea
has been reported at approximately 50%, with various studies identifying Cryptosporidium
spp. as the most common protozoan pathogen, followed by Giardia spp. [16,17,28], which
is consistent with our results.

4.1. Cryptosporidium spp. Prevalence in Stool

Our study demonstrated a notable prevalence of Cryptosporidium spp. in both the
general cohort (25.7%) and people with diarrhea (27.9%), relatively high compared to
reports from similar populations in Peru, where prevalence usually ranges between
10 and 20% depending on diagnostic methods and setting [16-18,29], reaching 25% among
PWH with poor hygienic habits [30]. We found only one study of Cryptosporidium spp. in
Amazonian populations without HIV [31], in children living in the Colombian Amazon,
which identified a 2% prevalence, suggesting that our results are among the first to describe
Cryptosporidium infections in PWH in the Peruvian Amazon.

The substantial discrepancy between MZN (23.2%) and ICT (3.5%) results, including
70 MZN-positive/ICT-negative samples, represents a key finding and a central point of
discussion in this study. Our results can be attributed to two main factors: First, MZN is a
specific tool for detecting Cryptosporidium spp., but its sensitivity can vary (60-100%) de-
pending on the staining process, infection stage, and the laboratorian’s expertise [8,32]. The
presence of other acid-resistant or refractory materials in fecal samples (e.g., Cystoisospora
or Cyclospora cayetanensis oocysts, yeast cells, pollen, or fungal spores) may cause what
appears to be a Cryptosporidium oocyst to actually be debris or a different microorganism,
resulting in false-positive results [33,34]. A minor potential for misidentification may per-
sist even when samples are evaluated independently by two expert microscopists, as was
the case in our study. Second, while MZN detects oocysts from any Cryptosporidium species,
the manufacturer’s instructions for the CerTest “Crypto + Giardia + Entamoeba” targets
have ambiguities in the specification for the Cryptosporidium parvum/Cryptosporidium homi-
nis module in their rapid antigen tests. The combined “Crypto + Giardia + Entamoeba”
test [25] lists Cryptosporidium generically, whereas the individual CerTest Crypto Card [35]
explicitly targets C. paroum. When reviewing the list of raw materials, we found that the
test includes a pan-specific monoclonal antibody (clone CR23) as well as an inactivated
C. parvum antigen [26]. As a result, although the test is marketed for Cryptosporidium spp.,
its validation appears focused on C. parvum, leaving uncertainty regarding the detection
of C. hominis and raising the potential for underdiagnosis in regions where C. hominis
predominates. We only found an external validation of the individual CerTest Crypto
Card in Sub-Saharan Africa, with a good specificity (92.5%) but low sensitivity (49.6%) and
positive predictive value (61.3%) when compared to the composite reference standard of
qPCR and RFLP-PCR for the detection of Cryptosporidium species [36]. While Cryptosporid-
ium parvum is generally considered the most relevant species in low-resource and rural
settings due to its zoonotic transmission—accounting for up to 70% of infections in some
HIV-positive cohorts in Asia [37]—studies among HIV-infected patients in Lima reported
that C. parvum represented only 11.3% of identified genotypes, whereas C. hominis (67.5%)
and C. meleagridis (12.6%) were predominant [38]. Although species distribution data from
Iquitos are lacking, the low ICT positivity may indicate a predominance of non-parvum
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species. Further validation studies are needed to accurately evaluate the ICT performance
across diverse epidemiological settings.

With the available data, the high prevalence of Cryptosporidium spp. detected by the
modified Ziehl-Neelsen (MZN) technique may represent the true burden of infection in this
setting. Nevertheless, as MZN has lower specificity than molecular assays, the possibility
of overdiagnosis cannot be entirely ruled out without PCR confirmation. Future studies
incorporating molecular diagnostics are warranted to validate these findings.

4.2. Giardia and Entamoeba spp. Prevalence in Stool

Prevalence of Giardia spp. and Entamoeba spp. was relatively low, but agreement
between Lugol’s iodine microscopy and ICT for the detection of Giardia duodenalis and
Entamoeba histolytica/dispar was almost perfect, underscoring the validity of the diagnostic
approach [20]. The prevalence of Giardia spp. observed in this study is notably lower than
global estimates. A meta-analysis in HIV/AIDS patients reported a pooled prevalence of
giardiasis of 5% [39]. Studies in Peru have reported considerable variability depending
on population, area, and associated symptomatology, with prevalence rates as high as
20% in Trujillo (northern Peru) [40] and 4-15% in HIV in Lima [18,41]. In the Peruvian
Amazon, studies on intestinal protozoa are limited. One study found high prevalences at
both the Military and Regional Hospitals of Loreto in Iquitos, though higher in the former
(15% vs. 4.8%) [42]. Additional reports from rural areas such as Yurimaguas [43] and native
communities in the upper Marafién (Amazonas) [44] have documented similarly elevated
prevalences, ranging from 17% to 21%. One possible explanation is that the presence of
other opportunistic microorganisms, such as Cryptosporidium, could compete with and
displace Giardia, especially in individuals with more advanced immunosuppression [45].
Furthermore, Cryptosporidium oocysts are more resistant to conventional cleaning methods
than Giardia oocysts, and they can be more easily acquired in recreational settings such as
swimming pools and rivers, which are very common in Iquitos [46]. Finally, children, who
were not included in our study, appear more susceptible to Giardia infection [47].

Entamoeba histolytica is usually less frequent than Giardia duodenalis, but its prevalence
may be overestimated because it is difficult to distinguish pathogenic E. histolytica from the
non-pathogenic E. dispar. Few studies in Peru have assessed its prevalence. One study in
Lima reported a prevalence of 1.9% among people living with HIV [41], consistent with
our results. In two studies in Iquitos in non-HIV people, prevalence was 4.8% in Loreto
Regional Hospital, 10% in the Militar Hospital [42], and 13% in a rural location in the
Marafién River [44].

Although the associations between the presence of Giardia or Entamoeba and diarrhea
were not statistically significant, our results suggest a trend toward an increased risk. How-
ever, the occurrence of diarrhea in this population is likely multifactorial. A prior diagnosis
of gonorrhea and a history of gastrointestinal disease—both significantly associated with
diarrhea—support the influence of other contributing factors. Beyond enteric protozoa,
episodes of diarrhea among PWH in Iquitos may also be driven by other coinfections
(Campylobacter spp., Escherichia coli. . .), anti-retroviral-related gastrointestinal effects, or
changes in gut microbiota related to HIV infection [16,48]. In addition, the local diet,
typically fried and rich in fats and calories, may predispose individuals to postprandial gas-
trointestinal discomfort or diarrhea, potentially affecting the specificity of symptom-based
associations [49].

4.3. Prevalence of Blastocystis and Commensal Pathogens in Stool

Blastocystis spp. prevalence was high among PWH in Iquitos (11.5%). Globally,
estimates vary from 10 to 50% depending on the geographical area [50]. In Peru, studies in
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PWH are mostly restricted to Lima, reporting prevalences between 11% [18] and 24.6% [41],
consistent with our findings. In our study, Blastocystis spp. was not associated with
diarrhea but was identified as a risk factor for co-infection with commensal protozoa,
similar to previous reports suggesting that Blastocystis may serve as a sentinel of fecal
contamination [14] due to its association with limited access to potable water and animal
contact [50-52].

4.4. Risk Factors for Pathogenic Intestinal Protozoa Acquisition

PWH are well-known to be a vulnerable population for intestinal parasitosis, par-
ticularly opportunistic protozoa such as Cryptosporidium spp. in patients with low CD4+
counts [53]. Additional commonly reported risk factors for intestinal protozoan infections
include young age, male sex, low educational level, lack of sanitary facilities, previous
infection with other protozoa, living in suburban areas, and uncontrolled HIV viral load
(>1000 copies/mL) [53,54].

In our study, homosexual practices were associated with a higher prevalence of
pathogenic protozoa. This finding aligns with previous research describing the role of
specific sexual behaviors (particularly oral-anal contact (“rimming”)), digital-anal contact,
use of sex toys contaminated with fecal material or multiple sexual practices without inter-
mediate hygiene) as potential routes for fecal-oral transmission of enteric parasites [55,56].
These include Giardia spp., Entamoeba spp., Cryptosporidium spp., Blastocystis spp., and
some helminths such as Strongyloides stercoralis [57—-61]. Furthermore, HIV infection may
amplify the risk of enteric pathogen acquisition during sexual activity by compromising
mucosal immunity and altering gut integrity [56]. In the multivariable model excluding
CD4+ count, this association was confirmed, and a previous gonococcal infection also
remained independently associated with intestinal protozoa infection, reinforcing the link
between sexual risk behaviors and intestinal parasitic infections.

Our findings suggest that intestinal protozoa may share transmission routes with HIV,
emphasizing the importance of prevention strategies that integrate education on sexual
health, hygiene, and awareness of enteric pathogens in populations engaging in high-risk
sexual behaviors.

Furthermore, a poor immunovirological control of HIV and a previous diagnosis
of toxoplasmosis—which also reflects impaired immunity—were identified as risk fac-
tors for protozoan acquisition in our bivariate analysis [17,62,63], even if they did not
emerge as risk factors in the multivariable analysis. This was likely due to the high
proportion of missing HIV viral load data, which substantially reduced the number of
participants included. Other important associations, such as a prior diagnosis of intestinal
parasites or experiencing daily diarrhea, also reached significance in the bivariate analy-
sis but not in the multivariate analysis, suggesting trends that could be confirmed with
larger cohorts.

4.5. Strengths and Limitations

This study is the first epidemiological evaluation of intestinal protozoa—including
Cryptosporidium spp., Giardia spp., and Entamoeba spp. —in PWH in the Peruvian Amazon.
It identifies risk factors for protozoan acquisition in this vulnerable population and may
inform clinical and public health interventions. Strengths include rigorous staff training
in stool processing and microscopy, use of gold-standard techniques for Cryptosporidium
detection, and inclusion of participants from both major hospitals in Iquitos, representing
about one-third of the city’s PWH.

Nevertheless, this study is subject to several limitations. First, a stool concentration
technique, which may have improved diagnostic sensitivity, was not performed. However,
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their practical advantage may be reduced in contexts where parasite loads are high, samples
are fresh, microscopy is performed by trained personnel, or complementary methods—such
as ICT and MZN—are used, as in this study [20]. Second, resource limitations precluded
the combination of traditional staining with newer molecular techniques (PCR), which
would have improved the specificity and sensitivity of our results [34]. In this regard,
it was not possible to distinguish E. histolytica from E. dispar, nor to differentiate the
genotype of Cryptosporidium spp. A third limitation related to diagnostics is the potential
for misclassification bias resulting from the discrepancy between MZN and ICT results.
Future studies should incorporate PCR and genotyping approaches to accurately identify
protozoan species and genotypes, which would allow more precise prevalence estimates
and a better understanding of epidemiological patterns. Fourth, we faced a substantial
amount of missing data for CD4 counts and HIV viral load, which limited the scope of our
bivariate analyses and reduced the statistical power of the multivariable analysis. However,
similar findings were obtained when this variable was excluded from the multivariable
model, suggesting that the main associations observed are robust despite the reduced
dataset. Finally, the cross-sectional design, which precludes causal inference, the exclusion
of out-of-care PWH—which may have led to an underestimation of intestinal protozoa
prevalence in the broader population—and potential recall or reporting bias for diarrhea
and exposure history are additional limitations of our study. Our findings may not be
generalizable to regions with different epidemiological profiles.

5. Conclusions

Our study demonstrates a higher-than-expected prevalence of Cryptosporidium spp.
infection among PWH in Iquitos, affecting nearly one in four participants, whereas Giardia
spp. and Entamoeba spp. were less common. Additionally, individuals reporting homo-
sexual practices had an increased risk of acquiring pathogenic protozoa. These findings
underscore the importance of implementing affordable laboratory techniques, such as
Lugol’s iodine staining and MZN, to enable accurate screening for intestinal protozoal
infections, particularly in patients with poor immunovirological control of HIV.
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The following abbreviations are used in this manuscript:

HIV Human immunodeficiency virus
PWH  People with HIV

MZN  Modified Ziehl-Neelsen staining

ICT Immunochromatography

CI Confidence interval

AOR  Adjusted odds ratio

ELISA  Enzyme-linked immunosorbent assay
IQRs Interquartile ranges

N/A  Not applicable

ART Anti-retroviral therapy
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4.3.1. Referencia del articulo

Otero-Rodriguez S, Casapia-Morales M, Pinedo-Ramirez LL, Merino E, Clark EH,
Ramos- Rincon M. Screening for Trypanosoma cruzi in patients living with the human
immunodeficiency virus (PWH) in the Peruvian Amazon. Travel Med Infect Dis. 2025;
28;68:102927.

4.3.2. Abstract en espaiiol

Introduccién: La enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, en
personas que viven con VIH, especialmente en aquellas con una disminucién
importante de linfocitos T CD4, puede provocar sindromes graves que afectan
el sistema nervioso central y el corazén. Métodos: Realizamos un estudio
transversal para detectar enfermedad de Chagas entre PVV en Iquitos, Perq,
entre octubre de 2023 y mayo de 2024, con el objetivo de conocer la frecuencia
de infeccién en esta poblacién. Se incluyé a adultos con VIH confirmado que
acudian a consulta ambulatoria en los dos hospitales regionales. Se utilizaron
dos pruebas ELISA (lisado y recombinante), y los resultados discordantes
se resolvieron mediante un inmunoensayo de quimioluminiscencia indirecta
(CLIA). Resultados: De 534 PVV, la mediana de edad fue de 41 anos (RIQ
32-49), el 66.1 % eran hombres, la mediana del recuento actual de CD4+ fue de
443 /uL y el 75.8 % tenia carga viral indetectable. Hubo dos resultados serolégicos
discordantes, que se resolvieron con un CLIA negativo, sin casos confirmados
de EC. Conclusién: La prevalencia de infeccién por T. cruzi es probablemente
muy baja en dreas urbanas y periurbanas de Iquitos. La vigilancia epidemiolégica

continua es esencial para monitorear posibles cambios a lo largo del tiempo.

4.3.3. Articulo original
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Introduction: Chagas disease (CD) - Trypanosoma cruzi infection - in people living with HIV (PWH), particularly
those with advanced CD4 T cell depletion, can lead to severe syndromes affecting the central nervous system and
the heart.

Methods: We performed a cross-sectional study to screen for CD among PWH in Iquitos, Peru, between October
2023 and May 2024, with the objective of understanding the frequency of infection in this population. Adults
with confirmed HIV attending outpatient services at two regional hospitals were enrolled. Two ELISA tests (lysate
and recombinant) were used, and discordant results were adjudicated by indirect chemiluminescence immu-
noassay (CLIA).

Result: Of 534 PWH, the median age was 41 years (IQR 32-49), 66.1 % were male, the median current CD4"
count was 443/jL, and 75.8 % had an undetectable viral load. Two discordant serologic results were resolved
with a negative CLIA, resulting in no confirmed CD cases.

Conclusion: The prevalence of T. cruzi infection is likely very low in urban and peri-urban areas of Iquitos.

Continued epidemiological surveillance is essential to monitor potential changes over time.

1. Introduction

Trypanosoma cruzi, the protozoan etiological agent of Chagas disease
(CD), is responsible for the highest burden of parasitic disease in the
Americas, affecting an estimated 6-8 million people [1]. It is primarily
transmitted by infected hematophagous triatomine insects, although
congenital exposure, blood transfusion, and ingestion of contaminated
food or beverages are also possible routes of transmission [2].

An acute phase of circulating parasitemia develops 1-2 weeks after
exposure to T. cruzi and can last up to 3 months. Most cases are
asymptomatic or present as a non-specific, self-limiting febrile illness.

The acute phase ends when the host immune system suppresses parasite
replication, causing parasitemia to disappear, however residual para-
sites often persist in deep muscle and nerve tissues. So begins the chronic
phase, which is lifelong in most untreated individuals. Unfortunately,
20-30 % of those with chronic CD eventually develop irreversible and
potentially fatal end-organ disease, famously manifested as Chagas
cardiomyopathy and/or gastrointestinal megasyndromes [1,3]. These
complications usually occur after decades of infection and are often
associated with significant disability, loss of productivity, and elevated
healthcare costs, making CD not only a medical but also a social and
economic problem [2].
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Immunocompromised individuals have a significantly higher risk of
morbidity and mortality from CD. In people with chronic CD, advanced
CD4 T cell depletion caused by HIV may permit T. cruzi reactivation,
leading to high levels of circulating parasitemia and a wide range of
clinical manifestations, with the most severe syndromes involving the
central nervous system and heart [4,5]. The mortality rate of T. cruzi
reactivation disease in people with HIV (PWH) is greater than 75 %.
Beyond HIV, reactivation has also been described in patients undergoing
chemotherapy, hematopoietic stem cell transplantation, and immuno-
suppressive therapies, highlighting the importance of monitoring
diverse vulnerable populations [2].

PAHO as well as U.S. and Spanish guidelines recommend that all
people with CD risk factors be screened particularly immunocompro-
mised populations like PWH [6,7]. Several studies have evaluated
T. cruzi epidemiology among PWH in non-endemic and endemic settings
[8]. In the UK, Ahmed et al. [9] screened 86 PWH and found no positive
cases. In Italy, Rodari et al. [10] evaluated 389 patients, reporting a
prevalence of 0.5 %-1.29 % depending on the confirmatory technique.
In Spain, Salvador et al. [11] identified a prevalence of 3.9 % among 141
Latin American patients, while Llenas-Garcia et al. [12] reported 1.9 %
in a cohort of 155 patients. In a U.S. study, Hayon et al. measured a CD
frequency of 2/294 (0.68 %) in PWH screened for CD with serology and
PCR [13]. In endemic areas, Stauffert et al. [14] screened 200 PWH in
southern Brazil (Rio Grande do Sul) and found a coinfection prevalence
of 5 %. In Bolivia, Reimer-McAtee et al. [15] evaluated 116 PWH,
reporting a coinfection prevalence of 27.6 %. However, no studies to
date have assessed the prevalence of T. cruzi infection among PWH in
Pert.

In Per, T. cruzi is endemic in several southwestern regions, with a
prevalence of around 0.4 % in Arequipa, Moquegua, Tacna, Ayacucho,
and Apurimac [16]. Although Loreto has traditionally been considered
non-endemic, sporadic acute cases have been reported [17]. In Iquitos,
isolated cases (1 of 300) were identified among pregnant women [18],
but none in a general population study (n = 394) [19]. To date, no
studies have assessed the risk of T. cruzi infection or reactivation in
PWH, underscoring the need for region-specific research. The objective
of study was to perform a serological screening of CD among PWH in the
Peruvian Amazon.

2. Material and methods

This was a prospective, cross-sectional study of PWH receiving care
between October 20, 2023, and May 20, 2024, at one of two hospitals in
Iquitos, Peru: (1) the Regional Hospital of Loreto “Felipe Santiago
Arriola Iglesias” and (2) Hospital de Iquitos. Adults aged >18 years with
confirmed HIV attending outpatient care appointments at either hospital
were eligible for enrollment. After providing informed consent, partic-
ipants underwent an interview detailing their sociodemographic char-
acteristics and awareness of CD. The questionnaire applied is in annex
1. They submitted blood samples for T. cruzi serological testing.

We used T. cruzi IgG antibody assays: Chagatest ELISA lysate
(Wiener, Rosario, Argentina) and Chagatest ELISA recombinant v4.0
(Wiener, Rosario, Argentina). We performed the assays according to the
manufacturer’s instructions, with the positivity threshold set at 0.200
OD units above the mean of two negative controls included per plate).
For discordant results, we performed a third serological assay, an indi-
rect chemiluminescence immunoassay (CLIA) for the qualitative detec-
tion of IgG antibodies against T. cruzi (MAGLUMI Chagas™, Snibe
Diagnostics, Peru), following the manufacturer’s instructions. We
defined a confirmed diagnosis of CD as positive results by two tests. We
extracted CD4 " T cell counts and viral loads from medical records within
approximately two months of the screening. This study was approved by
the Ethics Committee of the Regional Hospital of Loreto (EXP: ID-018-
CIEI-2023).
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3. Results

We enrolled 534 PWH. The median age was 41 years (IQR: 32-49)
and 66.1 % were male, 33.1 % lived in rural areas, 47.9 % lived in
houses made of wood or leaves, and 20.4 % reported a history of blood
transfusion. The median nadir CD4™ was 238/pL (IQR 117-375), the
median CD4" was 443/uL (IQR, 281-615), and the proportion with an
undetectable HIV viral load (<20 copies/ml) was 75.8 % (Table 1). All
but five participants were receiving antiretroviral therapy (ART), with
more than 95 % adherence in 85.6 % of them. These sociodemographic
data reflect the socioeconomic vulnerability of this population, where
poor housing and limited access to healthcare may further increase their
risk of neglected tropical infections.

Two patients tested positive by either Chagatest ELISA lysate or
Chagatest ELISA recombinant; both had discordant results. CLIA was
negative for both patients (Table 2), thus we identified no cases of T.
cruzi infection. Although prevalence was zero in this sample, the possi-
bility of false negatives cannot be excluded, and the findings should be
interpreted with caution.

Table 1
Epidemiological characteristics of patients with human immunodeficiency virus
(HIV) included in the study.

Overall (N = 534)

Sex, Male, n (%)
Age
Age, median (IQR), years
Age >50, n (%)
Hospital attended, n (%)
Regional Hospital of Loreto
Hospital of Iquitos
Residence, n (%)
Iquitos district
Punchana district
San Juan district
Belen district
Outside of Iquitos metropolitan area
Occupation, n (%)
Unemployed or student
Self-employment
Cattle, agriculture or construction
Intellectual work
Craft work
Education, n (%)
None and attended primary school
Attended secondary school or university
Epidemiological risk factors, n (%) ¢
Resides in rural location
Lives in a house made of wood or leaves
Blood transfusion
Risk group, n (%)®
Heterosexual
Non-heterosexual
HIV acquisition, n (%) ¢

353 (66.1 %)

41 (32-49)
67 (12.5 %)

416 (77.9 %)
118 (22.1 %)

171 (32.0 %)
134 (25.1 %)
109 (20.4 %)
87 (16.3 %)
33 (6.2 %)

215 (40.3 %)
152 (28.5 %)
97 (18.2 %)
45 (8.4 %)
25 (4.7 %)

113 (21.2 %)
421 (78.8 %)

177 (33.1 %)
256 (47.9 %)
109 (20.4 %)

374 (75.4 %)
97 (19.4 %)

Sexual 463 (86.7 %)
Vertical 3 (0.6 %)
Parenteral 1 (0.2 %)
Unknown 62 (11.6 %)
Antiretroviral treatment
Yes 529 (99 %)
Adherence® < 90 % 33 (7.6 %)
Adherence® 90-95 % 6.9 (6.9 %)

Adherence® >95 %
Immunology and virology, n (%)
Nadir CD4", median (IQR),/uL”, median (IQR)
Current CD4", median (IQR),/uL’, median (IQR)
Current CD4* < 200/ml®, n (%)
Current undetectable HIV viral load*, (<20 copies/mL), n (%)

374 (85.6 %

238 (117-375)
443 (281-615)
52 (13.9 %)
330 (65.8 %)

IQR: interquartile range.

¢ Epidemiological risk factors, Risk group, and HIV acquisition may include
more than one response per participant.

Data availability varies across variables: * information available for 437 partici-
pants, ® for 303 participants; © for 374 participants; ¢ for 501 participants.
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Table 2
Clinical and serological findings in two patients with discordant serological
tests.

Patient  Age/ CD4 Chagatest Chagatest Indirect
Sex cell/ ELISA ELISA chemiluminescence
pL lysate® recombinant immunoassay”
(optical v4.0° (optical
density) density
1 46 928 0.320, 0.08, negative 0.024, negative
year/ positive
female
2 28 444 0.087, 0.447, 0.179, negative
year/ negative positive
male

@ Results were considered positive when the optical density (OD) value
exceeded that of the negative control by 0.200, in accordance with the manu-
facturer’s instructions.

b Results were considered positive when the value was >1.0 index/ml, in
accordance with the manufacturer’s instructions.

4. Discussion

Our study identified no cases of T. cruzi infection among 534 PWH
enrolled in Iquitos, Peru. The prevalence of CD among PWH in Latin
American countries varies widely by region, population, and diagnostic
method, but is generally reported between 1 % and 28 % in endemic
areas. In Bolivia, a cross-sectional study in Cochabamba found a prev-
alence of 27.6 % among PWH, reflecting the hyperendemic status of
Chagas disease in that country [15]. In Brazil, studies using highly
specific diagnostic methods report prevalence rates of 0.8 %-2 % among
urban HIV cohorts, though older literature and less specific assays have
reported rates up to 5 % [20,21]. In Argentina, a retrospective review of
PWH in Buenos Aires found that 80 out of 1200 HIV patients (6.7 %)
were coinfected with T. cruzi, though this cohort was enriched for in-
dividuals with epidemiologic risk factors [22]. Studies of Latin American
immigrants with HIV in non-endemic countries (e.g., Spain) report
prevalence rates of 1.9 % overall, but much higher rates (up to 21.5 %)
among Bolivian migrants [9].

The sensitivity of serological tests is lower in PWH. With very low
CD4" counts, B cells may not function properly, making the humoral
response unreliable. Several publications have reported cases of PWH
who tested seronegative but positive by PCR [15,23]. Therefore, if PCR
had been used, a positive case might have been identified. However, as
the average CD4 count of our study population was high (above 200)
and with good adherence of treatment, their serologic response was
likely intact. Another consideration is the use of rapid diagnostic tests,
which, although less sensitive, could play a role in screening at primary
care level in endemic areas [24].

This study has several limitations. First, the sample size was not
powered to accurately estimate the prevalence of CD in this population;
when the expected prevalence is low (e.g., around 1 %), at least 1000
participants would be needed for precise estimates. Second, we did not
include a comparison group of HIV-seronegative individuals from the
same area, which would have provided additional epidemiological
context. Third, PWH with central nervous system manifestations such as
meningoencephalitis or cerebral mass lesions were not included,
although this population may be at higher risk of T. cruzi reactivation.
Fourth, parasitological methods to assess parasitemia were not per-
formed, as the protocol focused on serological screening.

Larger studies are therefore required to determine the true preva-
lence of CD among PWH living in Iquitos and surrounding areas. Future
research should also explore the cost-effectiveness of routine screening
in HIV programs, integration with existing laboratory infrastructure,
and the development of targeted clinical algorithms for immunocom-
promised patients.

In conclusion, the prevalence of CD is likely very low in urban and
peri-urban areas of Iquitos. However, given the high mortality of T. cruzi

Travel Medicine and Infectious Disease 68 (2025) 102927

reactivation disease, continued epidemiological surveillance among
PWH is essential to detect potential changes over time and to prevent
future severe reactivation cases in this region, rather than recom-
mending systematic screening at entry-to-care.
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4.4. Objetivo 4

4.4.1. Referencia del articulo

Otero-Rodriguez S, Casapia-Morales M, de Mendoza C, Pinedo-Cancino V,
Mego-Campos S, Soriano V, Merino E, Ramos-Rincén |[M. High Rate of Human T-Cell
Lymphotropic Virus-2 in Patients with HIV in the Peruvian Amazon. Trop Med Infect
Dis. 2025;17;10(9):267.

4.4.2. Abstract en espaiiol

La coinfeccién por HTLV-1/2 en personas con VIH ha sido poco estudiada en
la Amazonia peruana, una zona endémica para ambos virus. Nuestro objetivo
fue estimar su prevalencia y describir las principales caracteristicas clinicas y
epidemioldgicas de los individuos con coinfeccion HTLV-VIH. Realizamos un
estudio transversal (octubre—diciembre de 2023) en el Servicio de Enfermedades
Infecciosas y Medicina Tropical del Hospital Regional de Loreto, en Iquitos. Se
realiz6 una prueba de tamizaje (ELISA recombinante HTLV I+II) y los resultados
se confirmaron mediante INNO-LIA. Entre 293 PVV analizados, 14 (4.8 %) fueron
HTLV-positivos: 1/293 fue positivo para HTLV-1 (0.3 %; IC 95%: 0.06-0.9),
11/293 positivos para HTLV-2 (3.8 %; IC 95 %: 2.1-6.8) y 2/293 no tipificables
(0.7 %; IC 95%: 0.1-2.7). En comparacién con los individuos monoinfectados
por VIH, los pacientes superinfectados eran de mayor edad (55 vs. 39 afios;
p=0.001). Un bajo nivel educativo fue mds frecuente en el anélisis univariado
(35.7 % vs. 15.4 %; p=0.05), pero no se mantuvo en el modelo multivariable. En
conclusién, la coexistencia VIH-HTLV-2 es relativamente comtn (~4 %) en la
Amazonia peruana, especialmente entre personas de mayor edad, lo que subraya
la necesidad de estrategias de tamizaje y prevencién dirigidas. Integrar la prueba
de HTLV en los flujos rutinarios de atencién en clinicas de VIH, junto con un
asesoramiento breve y especifico para pacientes superinfectados, podria ayudar

a optimizar su seguimiento y atencion.

4.4.3. Articulo original



Capitulo 4. Resultados

105

- Tropical Medicine and
Infectious Disease

Article

High Rate of Human T-Cell Lymphotropic Virus-2 in Patients
with HIV in the Peruvian Amazon

Silvia Otero-Rodriguez -2/

Seyer Mego-Campos ’

check for
updates
Academic Editors: Ricardo Izurieta

and Enrique Teran

Received: 12 August 2025
Revised: 3 September 2025
Accepted: 15 September 2025
Published: 17 September 2025

Citation: Otero-Rodriguez, S.;
Casapia-Morales, M.; de Mendoza, C.;
Pinedo-Cancino, V.; Mego-Campos, S.;
Soriano, V.; Merino, E.; Ramos-Rincén,
J.-M. High Rate of Human T-Cell
Lymphotropic Virus-2 in Patients with
HIV in the Peruvian Amazon. Trop.
Med. Infect. Dis. 2025, 10, 267.
https://doi.org/10.3390/
tropicalmed10090267

Copyright: © 2025 by the authors.
Licensee MDP], Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license

(https:/ / creativecommons.org/
licenses/by/4.0/).

, Vicente Soriano

3,4,5 5,7

, Carmen de Mendoza %, Viviana Pinedo-Cancino ,
12,90 and José-Manuel Ramos-Rincén 1-2/°

, Martin Casapia-Morales
8(D, Esperanza Merino

Infectious Diseases Unit, Doctor Balmis University General Hospital, 03010 Alicante, Spain;

merino_luc@gva.es (E.M.); jose.ramosr@umbh.es (J.-M.R.-R.)

2 Institute of Sanitary and Biomedical Research (ISABIAL), 03010 Alicante, Spain

Infectious Diseases and Tropical Medicine Service, Loreto Regional Hospital, Iquitos 16001, Peru;

mcasapia@acsaperu.org

Medical Department, Asociacién Civil Selva Amazoénica, Iquitos 16001, Peru

Faculty of Human Medicine, National University of the Peruvian Amazon, Iquitos 496, Peru;

viviana.pinedo@unapiquitos.edu.pe

6 Puerta de Hierro University Hospital & Research Foundation-IDIPHISA, 28222 Madrid, Spain;
cmendoza.cdm@gmail.com

7 Laboratory for Research on Natural Antiparasitic Products of the Amazon (LIPNAA-CIRNA),
National University of the Peruvian Amazon, Iquitos 496, Peru; megoseyer@gmail.com

8 UNIR Health Sciences School and Medical Center, 28224 Madrid, Spain; vicente.soriano@unir.net

Clinical Medicine Department, Miguel Hernandez University of Elche, 03202 Elche, Spain

*  Correspondence: o.silvia.r@gmail.com

Abstract

HTLV-1/2 in people with HIV (PWH) has been little studied in the Peruvian Amazon,
an endemic area for both viruses. We aimed to estimate its prevalence and describe the
main clinical and epidemiological features of individuals with HTLV-HIV co-existence. We
conducted a cross-sectional study (October-December 2023) at the Division of Infectious
Diseases and Tropical Medicine at the Regional Hospital of Loreto in Iquitos. We performed
a screening test (recombinant HTLV I+II ELISA) and confirmed the results with INNO-
LIA. Among 293 PWH analyzed, 14 (4.8%) were HTLV-positive: 1/293 was HTLV-1-
positive (0.3%; 95% CI 0.06-0.9), 11/293 were HTLV-2-positive (3.8%; 95% CI 2.1-6.8),
and 2/293 were non-typeable (0.7%; 95% CI 0.1-2.7). Compared with HIV-monoinfected
individuals, superinfected patients were older (55 vs. 39 years; p = 0.001). Low education
was more frequent in the univariate analysis (35.7% vs. 15.4%; p = 0.05) but was not retained
in the multivariable model. In conclusion, HIV-HTLV-2 co-existence is relatively common
(~4%) in the Peruvian Amazon, particularly among older individuals, highlighting the need
for targeted screening and prevention strategies. Integrating HTLV testing into routine HIV
clinic workflows, along with brief and focused counseling for superinfected patients, may
help optimize follow-up and care.

Keywords: HTLV; HTLV-2; human T-cell lymphotropic virus; human immunodeficiency
virus; HIV; Peru; Amazon

1. Introduction

Infection with Human T-Cell Lymphotropic Virus Types I and II (HTLV-1/2) represents
an underestimated public health issue, with a heterogeneous geographic distribution and
a significant burden in endemic areas of Latin America, particularly in Brazil and Peru.
HTLV-1 affects more than 10 million people worldwide [1] and is associated with severe
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conditions such as adult T-cell leukemia/lymphoma and HTLV-1-associated myelopathy.
In contrast, HTLV-2, which is considered less pathogenic, predominates among Indigenous
populations and people who inject drugs [2-8].

HTLV-1/2 is primarily transmitted through sexual contact, vertical transmission (par-
ticularly via breastfeeding), blood transfusions, and, in certain regions, through exposure
to contaminated blood through unsterile practices, such as scarification rituals or poorly hy-
gienic procedures. These transmission routes are shared with the human immunodeficiency
virus (HIV) [2].

The presence of both HIV and HTLV-1 in an individual’s immune system promotes
immune dysregulation, characterized by paradoxical expansion of dysfunctional CD4* and
CD8* T cells and chronic immune activation, ultimately leading to immune exhaustion
despite elevated lymphocyte counts [9]. While some reports suggest that HIV-HTLV-
2 coinfection may be linked to a ‘long-term non-progressor’ phenotype, evidence remains
inconclusive and clinically controversial [1]. These interactions may influence HIV pro-
gression and outcomes, underscoring the importance of HTLV testing in HIV-positive
patients—particularly those with compatible ethnic backgrounds and unexpectedly high
CD4 counts—and the need for vigilance regarding HTLV-associated conditions such as
HAM/TSP, adult T-cell leukemia/lymphoma, and Strongyloides hyperinfection [10,11].

In Brazil, the prevalence of HTLV /HIV co-existence is heterogeneous, ranging from
1.3% to 7%. HTLV-1a is the predominant subtype in the Amazon region, while a high
endemicity of HTLV-2 has been observed among Indigenous populations and drug users.
In Peru, although data are more limited, HTLV-1/2 infection has been documented in
both urban and rural populations, with transmission hotspots in the Amazon region and
evidence of circulation among Indigenous communities and individuals with similar risk
factors to those reported in Brazil [5-7,10,12-14].

The Peruvian Amazon is a key area for HIV transmission, with the second-highest
cohort of patients in the country receiving antiretroviral treatment after Lima [15]. Some
studies have also revealed very high HIV rates in isolated indigenous populations, mainly
due to sexual exposure without protection (including polygamy and homosexual practices),
as there is little knowledge about the infection [16,17]. The absence of systematic screening
programs for HIV and limited clinical awareness hinder detection and control of the
infection, highlighting the urgent need to strengthen epidemiological surveillance and
research efforts in the region [2-5].

The aim of this study is to assess the prevalence of HTLV-1/2 infection in a pi-
lot sample of PWH in the Peruvian Amazon, describe the clinical and epidemiological
characteristics of superinfected individuals, and analyze differences compared to HIV-
monoinfected patients.

2. Materials and Methods
2.1. Study Design and Setting

A cross-sectional study was conducted among PWH who were receiving care at
the Division of Infectious Diseases and Tropical Medicine of the Regional Hospital of

Loreto “Felipe Santiago Arriola Iglesias” in Iquitos, Peru. The study period was from
20 October 2023 to 31 December 2023.

2.2. Study Population and Enrollment Criteria

Adults aged 18 years and older with confirmed HIV infection who were receiving out-
patient care at the Regional Hospital of Loreto were eligible for inclusion. After providing
informed consent, participants completed a semi-structured oral interview that collected
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data on demographics, clinical history and potential epidemiological risk factors. After
that, a blood sample was obtained.

We planned to estimate the prevalence of HTLV coinfection among ~1000 PWH in care.
Using an expected prevalence of 10% according to a previous meta-analysis in Peru [18],
95% confidence, and +3% absolute precision, the required sample for a single proportion
was 384. After applying the finite-population correction for N = 1000, this became 278.
Allowing 6% for non-evaluable/losses, the final target sample was ~295 participants.

Separated serum samples were aliquoted and frozen at —20 °C. When 96 samples were
obtained, an ELISA kit was used, never exceeding four weeks. The presence of antibodies
against HTLV-1/2 was initially screened using a single ELISA assay (HTLV I+II ELISA
recombinant v.4.0 96-well kit, Wiener Lab, Rosario, Argentina; catalog number 1671096). A
result was considered positive when the optical density value exceeded the negative control
by 0.200, according to the manufacturer’s instructions. Due to the lack of local confirmatory
testing, the 15 serum samples that were positive for HTLV at screening were sent to a HTLV
reference laboratory in Puerta de Hierro University Hospital, Madrid, Spain. To facilitate
safe transport from Iquitos without a cold chain, aliquots of frozen serum were applied to
Whatman filter paper to create dried serum spots (DSS), which were air-dried, sealed with
desiccant, and shipped using standard triple packaging. Upon arrival, DSS were eluted and
tested with INNO-LIA HTLV I/1I Score (Fujirebio, Tokyo, Japan; catalog number 80540),
following standard laboratory procedures. While serum/plasma are the manufacturer’s
validated matrices, DSS were used exclusively for transport. Molecular assays, including
HTLV typing and proviral load, could not be performed, as DNA extracted from cellular
fractions (whole blood /PBMCs) was not collected.

We performed serologic testing for Strongyloides stercoralis because of its epidemiologic
overlap with HTLV in the Amazon and evidence that HTLV-1 coinfection increases the
risk of severe/disseminated strongyloidiasis and treatment failure [19,20]. Accordingly,
we assessed Strongyloides-HTLV coinfection among PWH to inform clinical follow-up in
endemic settings. Serology for S. stercoralis was performed using a commercial IgG ELISA
(Strongyloides IgG IVD ELISA, DRG Instruments GmbH, Marburg, Germany; catalog
number EIA-4208), following the manufacturer’s instructions; results were interpreted
using kit-specified cutoffs.

Those who were positive for HTLV 1/2 were contacted again to conduct a more com-
prehensive interview on risk factors for transmission, including the origin of their parents.

2.3. Statistical Data Analysis

Categorical variables were summarized as frequencies and percentages, while con-
tinuous variables were expressed as medians and interquartile ranges (IQRs). Ninety-five
percent confidence intervals (95% Cls) were calculated using the Newcombe method. Com-
parisons between categorical variables were performed using the Chi-square test or Fisher’s
exact test when any expected cell count was <5, while continuous variables were analyzed
using the Mann—-Whitney U test, given the non-normal distribution. Age was analyzed as
a continuous variable and, for specific comparisons, dichotomized at the 75th percentile
(P75 = 49 years) into <50 vs. >50 years. Risk factors associated with HTLV positivity were
explored using bivariate analysis, with odds ratios (ORs) used to quantify associations.
Subsequently, we fitted a multivariable logistic regression model using a forward stepwise
procedure to identify independent risk factors for HTLV positivity. Age and sex were
included a priori, and additional covariates with p < 0.10 in the univariable analyses were
considered eligible for inclusion in the model. Statistical analyses were performed via IBM
SPSS Statistics, version 22.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).
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2.4. Ethical Considerations

The study protocol was approved by the Ethics Committee of the Regional Hospital of
Loreto in Iquitos, Peru (EXP: ID-018-CIEI-2023) and by the Ethics and Research Integrity
Committee of Miguel Herndndez University of Elche, Spain (DMC.JMRR.230908). Written
informed consent was obtained from all participants. Confidentiality of data was strictly
maintained, and results were only disclosed to each participant’s HIV care provider, who
ensured appropriate follow-up and treatment.

3. Results
3.1. Overview of the Study Population

A total of 293 PWH were included in the study, of whom 66.9% were male, with a
median age of 40 years (IQR 30-49). Of the participants, 16.7% had no formal education
or had only attended primary school, 21.8% had received a blood transfusion, 94.5% had
been breastfed, and 89.9% acquired HIV through sexual transmission. This overview
serves as a reference for subsequent subgroup comparisons between HTLV-positive and
HTLV-negative participants, described in Table 1.

Table 1. Epidemiological characteristics of study participants (N = 293) and results of HTLV screening.

Variables Overall HTLV Positive HTLV Negative p Value
(N =293) (N =14) (N =279)
Epidemiology
Sex, male, n (%) 196 (66.9%) 9 (64.3) 187 (66,9) 0.789
Age, median (IQR), years 40 (30-49) 55 (52-61) 39 (29-47) <0.001
Age > 50 years, n (%) 72 (24.6) 12 (85.7) 60 (21.5) <0.001
Residence, n (%)
Iquitos district 97 (33.1) 7 (50.0) 90 (32.3)
Punchana district 84 (28.7) 4 (28.6) 80 (28.7)
San Juan district 64 (21.8) 1(7.1) 63 (22.6) 0.932
Belen district 33 (11.3) 2(14.3) 31(11.1)
Outside of Iquitos city 15 (5.1) 0(0.0) 15 (5.3)
Occupation, n (%)
Unemployed or student 111 (37.9) 5(35.7) 106 (38.0)
Self-employment 100 (34.1) 5(35.7) 95 (34.1)
Cattle, agriculture or construction 47 (16.0) 3(21.4) 44 (15.8) 0.54
Intellectual work 28 (9.8) 0(0.0) 28 (10.7)
Craft work 7(2.4) 1(7.1) 6(2.2)
Education, n (%)
None or only attended primary school 49 (16.7) 5(35.7) 44 (15.8) 0.05
Attended secondary school or university 244 (83.3) 9 (64.3) 235 (84.2)
Epidemiological risk factors, n (%)
Breastfeeding 277 (94.5) 13 (92.9) 264 (94.6) 0.55
Blood transfusion 64 (21.8) 3(21.4) 61 (21.9) 1.0
Comorbidity, n (%)
Diabetes or high blood pressure 21(7.2) 2 (14.3) 19 (6.8) 0.26
Digestive disease 12 (4.1) 2 (14.3) 10 (3.6) 0.10

Other cardiovascular disease 10 (3.49) 1(7.1) 9(3.2) 0.39
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Table 1. Cont.

Variables Overall HTLYV Positive HTLV Negative p Value
(N =293) (N=14) (N =279)
Previous infections, n (%)
Strongyloides serology positive 167 (57.0) 6 (42.9) 161 (57.7) 0.29
Tuberculosis test positive 55 (18.8) 4 (28.6) 51 (18.3) 0.30
Prior gonorrhea 33 (11.3) 3(214) 30 (10.8) 0.20
Prior syphilis 41 (14.0) 3(21.3) 38 (13.6) 0.42
Chronic hepatitis 19 (6.5) 2(14.3) 17 (6.7) 0.23
Prior cerebral toxoplasmosis 13 (4.4) 0(0.0) 13 (4.7) 0.41
HIV acquisition, n (%)
Sexual 263 (89.9) 12 (85.7) 251 (90.0)
Vertical 2(1.0) 0(0.0) 3(1.1) 0.71
Unknown 27 (9.2) 2(14.39 25(9.0)
Virology, Inmunology and Adherence of Treatment
Nadir CD4* /uL, median (IQR) 228 (109-363) 213 (123-360) 230 (109-363) 0.91
Current CD4*, median (IQR) 446 (303-597) 455 (385-613) 441 (299-593) 0.47
Current CD4* < 200/mL n (%) 22 (10.7) 0(0.0) 22 (11.3) 0.61
Current undetectable HIV viral load 216 (76.3) 12 (9239 204 (75.6) 031

(<20 copies/mL), n (%)
Poor ART adherence, <95%), n (%) 22(13.4) 2 (15.4) 30 (13.3) 0.89

Values with p value < 0.05, which were subsequently included in the multivariate analysis, appear in bold.
Percentages may not total 100 due to rounding.

3.2. HTLV Subtypes

15/293 patients tested positive for HTLV during screening. Of them, 14/293 (4.8%)
were definitively confirmed: 1/293 was HTLV-1 (0.3% 95% CI 0.06-0.9), 11/293 were
HTLV-2 (3.8%, 95% CI 2.1-6.8) and 2/293 (0.7%, 95% CI 0.1-2.7) were non-typeable by
INNO-LIA HTLV I/1I score (Figure 1).

| 293 PWH tested for HTLY |

HTLYV positive at screen
(n=15)

HTLV negative by INNO-LIA

T (n-1)

HTLV confirmed by INNO-LIA
(n=14)
(4.8%, 95% CI12.7-8.1)

|

HTLV-1 HTLV-2 HTLV indeterminate
(n=1) (n=11) (n=2)
(0.3%, 95% CI 0.06-1.9) (3.8%, 95% C12.1-6.8) (0.7%, 95% C1 0.1-2.7)

Figure 1. Flow chart of patients with HIV (PWH) who participated in the study and HTLV subtypes
by INNO-LIA HTLV I/1I score (number of cases, percentage and 95% confidence interval).
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3.3. Description of HTLV-HIV Co-Existence

Of the 14 patients confirmed positive for HTLV, the median age was 55 years
(IOR 52-61), and >85% were older than 50 years. All but one were Mestizos (92.9%),
while one patient was of the Kukuma race, a tribe that lives on the Marafién River inside
Pacaya Samiria National Reserve (Figure 2). The parents of 6 of 12 patients with information
available (50%) came from the tributaries of the Amazon River, in southern Iquitos, while
the origin of one family was Pebas, in the part of the Amazon River that heads towards the
border with Brazil, in northern Iquitos. 4 of the patients had parents from Iquitos, and 2 had
no recorded data on their origin due to loss to follow-up. These findings may indicate that
HTLV is not confined to river basins bordering Brazil, but circulating along the Marafién
and Ucayali Rivers, involving both native communities and mestizo populations in Iquitos
with family ties to endemic riverside areas.

. HTLV+ HTLV- Odds Ratio (95% CI) P
Risk Factor % (n/N) % (n/N)
Age (=50) 85.7(12/14)  21.5(60/279) bl 20.98 (4.40-100.02)  <0.001
Sex (male) 64.3(9/14)  66.9 (187/279) —=— 0.66 (0.18-2.40) 0.524
Study level (low) ~ 35.7 (5/14)  15.8 (44279) ~——@—— 1.80 (0.49-6.57) 0.374
[ [ ] I
00 10 50 10 100

Figure 2. Independent predictors of HTLV infection from multivariable logistic regression analysis.
Statistically significant differences (p value < 0.05) are shown in bold.

All but 1 (92.9%) had been breastfed; 3 (21.8%) had received a blood transfusion, and
only 1 (7.1%) referred to scarification practices. Four (28.6%) patients had non-heterosexual
sexual practices or more than five sexual partners. The characteristics of HIV-HTLV co-
existence are presented in Table 2.

3.4. HTLV-Positive vs. HTLV-Negative Patients

Table 1 presents the differences between PWH with positive and negative HTLV-1/2 serol-
ogy. In the univariate analysis, the risk factors associated with HTLV-1/2 positivity in the
screening were age > 50 years (85.7% vs. 21.5%) (p = 0.001) (OR 21.9; 95% CI 4.77-100)
and lack of formal education or only graduated from primary school (35.7% vs. 15.4%)
(p =0.05) (OR 2.96 95% CI 0.95-9.27). In the multivariable logistic regression—adjusting for
sex and all covariates with p < 0.10 in univariable screening—age was the only independent
predictor. Using a dichotomous cut-off, age > 50 years was associated with the outcome
(aOR 22.29; 95% CI 4.66-106). Modeled as a continuous variable, each additional year
increased the odds by 1.1% (aOR 1.11; 95% CI 1.05-1.17) (Figure 2).
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Table 2. Characteristics of patients with HIV-HTLV co-existence.
Origin of Breast- Sexual Behavior/ Non-Sterilized Living in Chronic CD4Count  HIV Viral
N TypeofHTLV.  Age  Sex  Ethnicity Parents Feeding  Vumber of Sexual Procedures®  TANSfUSION  pulAteab  Hepatitis st Nadir/Last Loa
1 HTLV-1 62 M Mestizo Tarapoto Yes Transgender/<5 No Yes No No No 479/677 <20
2 HTLV-2 52 M Mestizo Iquitos. Yes Homosexual /<5 No No No No No 218/674 <20
3 HTLV-2 56 M Kukuma Marafién River Yes Homosexual/<5 No No No No No 287/684 <20
4 HTLV-2 60 F Mestizo Nauta Yes Heterosexual/ >5 No No No No No 113/113 <20
5 HTLV-2 61 M Mestizo Requena Yes Heterosexual/ >5 No Yes No No No 134/322 <20
6 HTLV-2 53 M Mestizo Cuzco Yes Bisexual /25 No Yes No Yes Gonorrhea 52/371 <20
Syphilis
7 HTLV-2 60 M Mestizo LOF Yes Heterosexual /LOF LOF No No Yes No NA <20
8 Nontypable 23 F Mestizo Pebas Yes Heterosexual /<5 No No No No No 261/261 <20
9 Nontypable 55 M Mestizo Iquitos Yes Heterosexual/<5 No No No No Gg;‘:}:fzj“ 455/455 <20
10 HTLV-2 54 F Mestizo Marafién River Yes Heterosexual/ >5 Scarification No No No Syphilis 76/525 <20
1 HTLV-2 64 M Mestizo LOF Yes Heterosexual /LOF LOF No No No No 171/399 <20
12 HTLV-2 66 F Mestizo Ucayali River Yes Heterosexual /<5 No No No No No 519/519 <20
13 HTLV-2 45 M Mestizo Iquitos Yes Heterosexual /<5 No No No No No 434/434 <20
14 HTLV-2 50 M Mestizo Iquitos. No Heterosexual /<5 No No No No Gonorrhea 344/344 <20

2 Non-sterilized procedures: injection, scarification, tattoos, dental procedures, intravenous drugs.  Defined as the absence of paved streets.  Sexually transmitted infections. LOF: not

available due to loss to follow-up. NA: not available in the clinical history.
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4. Discussion

This study confirms the relevance of HTLV-HIV coexistence in patients from the
Peruvian Amazon, where HTLV-2 predominates over HTLV-1, in contrast to other regions
of South America and the world where HTLV-1 is by far more frequent. Two distinct
epidemiological patterns of HTLV-2/HIV superinfection have been described: one in
Europe, largely associated with people who inject drugs [21], and another in Latin America,
particularly in Brazil and Peru. In this region, the prevalence of HTLV-2 among people with
HIV is variable and may exceed 3% in certain cohorts [2,8,9,11-14,22,23], with especially
high rates reported in indigenous populations of the Amazon, although HIV/HTLV-2 cases
have also been documented in urban settings.

In Peru, the Shipibo-Konibo ethnic group in the Amazonian region exhibits a high
prevalence of HTLV-1 (5.7%) and HTLV-2 (3.8%) [24]. In other indigenous communities of
the Peruvian Amazon, seroprevalence rates of 4.54% for HTLV-1 and 2.38% for HTLV-2 have
been documented [25]. Similarly, cross-sectional studies in the Brazilian Amazon have
shown a higher prevalence of HTLV-2 than HTLV-1, with seroprevalence rates ranging from
0% to 40% [8]. In general, the overall prevalence of HTLV-2 infection in the indigenous com-
munities of the Amazonian Brazil ranges from 5.7% [26] to 8.1% [6]. Abreu et al. reported a
prevalence for HTLV-2 of 18.5% and HTLV-1 of 0.13% in 1452 individuals from the Kayap6
ethnic group, and found evidence of intrafamilial transmission in 42.7% of cases [6]. The
variability in reported prevalence rates in the literature reflects differences in diagnostic
methods, inclusion criteria, and the representativeness of the studied populations. In the
Peruvian Amazon, the high proportion of indeterminate INNO-LIA HTLV 1/1I results
underscores the need for confirmatory molecular testing and cautious interpretation of
serological results, in line with the recommendations of the Infectious Diseases Society of
America and the American Society for Microbiology [25,26]. Additionally, underreporting
and the lack of systematic screening hinder the precise estimation of disease burden and
the identification of emerging risk factors [8,23,27].

The older age observed in patients with HTLV-HIV co-existence has been observed
in previous studies [28]. This may be due to the transmission pattern of HTLV-2, which
may be favored by certain practices that were more frequently practiced in indigenous or
marginal urban communities some decades ago [29]. In addition, HTLV-2 has lower rates
of sexual transmission than HTLV-1 and HIV, with a lower potential for spreading in highly
mobile populations with risky sexual behavior, but greater for spreading in those with
longer periods of exposure to cumulative risk factors [28]. Although the best-documented
risk factors for HTLV-2 infection in Amazonian indigenous populations are age and intra-
venous drug use, some cultural and socioeconomic factors have been previously associated
with HTLV-1 infection. In a cohort of Peruvian women, low educational level (primary
education or less) was significantly associated with HTLV-1 infection [30]. In a 10-year
analysis from Brazil, an increasing trend in HTLV-1/2 seropositivity was associated with
the lowest educational level, which is consistent with our trend [31] and may reflect dis-
parities in access to health information and preventive practices, influencing transmission
dynamics [32].

Although at least half of the patients’ relatives resided in rural communities along the
tributaries and the main course of the Amazon River. The most frequent origin was rural
settlements south of Iquitos along the Marafién and Ucayali Rivers, whereas communities
along the Amazon River en route to Brazil were less common, which may support the
existence of a persistent transmission niche in the Peruvian Amazon [2,5,25].

The clinical course of HTLV-2/HIV co-existence is heterogeneous. Although HTLV-2 is
associated with lower pathogenicity than HTLV-1, some studies suggest that it may modu-
late HIV progression, with reports of “long-term non-progressor” phenotypes and lower
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HIV proviral load in individuals with HTLV-2, possibly mediated by increased CD8* T cell
cytotoxic activity. However, the evidence regarding the clinical impact of superinfection
remains controversial and is limited by study heterogeneity and the lack of longitudinal
follow-up [9,25].

One of the main strengths of this study is its focus on epidemiological surveillance
strategies for HTLV and HIV, particularly in a region where such data are scarce. By
addressing this neglected area, the study contributes valuable information for public health
decision-making and future research planning in the Amazon region. However, the study
has several limitations. First, the small sample size limits the generalizability of the findings.
Second, confirmatory testing was performed on eluates from dried serum spots applied to
Whatman paper, a transport method not formally validated by the INNO-LIA manufacturer
and which may slightly reduce sensitivity in low-titer samples. However, previous studies
using dried-spot matrices for HTLV serology report high specificity and variable sensitivity
(=81-100%), supporting their feasibility in field settings. The results should therefore be
interpreted cautiously and confirmed with serum or plasma when possible [33]. Another
limitation is the inability to perform molecular characterization (HTLV-1/2 typing by PCR
and proviral-load quantification), because cellular specimens (whole blood /PBMCs) were
not collected. Reliance on serology alone may leave a small proportion of cases untyped
and precludes analyses relating proviral burden to clinical outcomes. Additionally, given
the cross-sectional design, it was not possible to assess the longitudinal clinical impact,
particularly the role of HTLV in HIV disease progression and related complications.

In conclusion, our screening study in the Peruvian Amazon highlights a significant
prevalence of HIV-HTLV co-existence, particularly with HTLV-2. Risk factors include
age over 50 years. However, awareness and identification of HTLV co-existence remain
important, as they can guide appropriate patient follow-up and care strategies. Future
multicenter studies with larger cohorts and long-term follow-up are needed to better define
the clinical relevance of both HTLV-1 and HTLV-2 in people living with HIV, especially in
endemic areas such as the Amazon region. From a public-health perspective, the ~4% HIV-
HTLV coinfection burden supports integrating HTLV testing into HIV clinic workflows,
linking positive cases to counseling and Strongyloides assessment, and strengthening referral
networks. Programs should prioritize older PWH in endemic regions, include partner
testing, and capture cases in surveillance systems to guide resource allocation and cost-
effective screening strategies.
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La discusiéon individual de cada publicacién se presenta en los articulos
originales incluidos en el apartado de resultados. Por ello, en este capitulo se
llevarad a cabo una discusion global integrando los articulos con las hipétesis y

los objetivos planteados.

5.1. Discusion global

Las enfermedades tropicales desatendidas se caracterizan por su alta
prevalencia en regiones cdlidas, como la Amazonia peruana, y en personas con
condiciones socioeconémicas de pobreza o vulnerabilidad. Provocan una carga
elevada de enfermedad, evitable si se implantan los tratamientos y/o medidas
de prevencion disponibles. Ademas, afectan en gran medida a poblacién activa,
provocando incapacidad e impactando a nivel econémico en la familia y el

departamento.

La presente investigacion se centré en evaluar la prevalencia de la infeccién
por Strongyloides stercoralis, protozoos intestinales, Trypanosoma cruzi y HTLV en
PVV en la Amazonia peruana, especificamente en Iquitos, con el objetivo de
determinar su relevancia como problema de salud publica, dada la baja evidencia
cientifica al respecto en la regién, y compararlo con los datos de la literatura
publicados en personas sin infecciéon por VIH. Los hallazgos obtenidos permiten
confirmar parcialmente nuestra hipétesis inicial de que esta poblacién podria

sufrir una mayor tasa de infecciéon que la poblacién general.

Strongyloides stercoralis es altamente prevalente en PVV de la region,
constituyendo un desafio critico de salud ptblica. Los datos de la literatura
hablan de una seroprevalencia media del 6-7 % en el Pert [53,55], mayores en
la Amazonia, donde suele situarse entre el 20-30 % [39,59,62,65], inferiores a
nuestros resultados. En Iquitos se ha reportado una presencia del parésito en
heces del 10-15% en la mayoria de los estudios [62-64], también inferior a la

presencia obtenida en nuestro andlisis.

La combinacién de métodos seroldgicos y parasitologicos permitié identificar
de forma maés eficaz las infecciones activas y las pasadas. El valor predictivo
negativo del ELISA para S. stercoralis fue similar a un estudio en poblacién
general de la Amazonia [39], a pesar de que al menos el 14 % de nuestra cohorte
estaba severamente inmunodeprimido, y superior a otro reciente realizado en

embarazadas [59]. Ademads, no se observaron reacciones cruzadas significativas
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con otros pardsitos en las pruebas serolégicas para Strongyloides stercoralis,
descritas en la literatura [79], lo que podria explicarse por una predominancia
de este geohelminto en la poblacién estudiada. La confirmacion de una relacién
estrecha entre esta helmintiasis y la infeccién por uncinarias podria facilitar el
diagnéstico de la primera, y mejorar las intervenciones antiparasitarias dirigidas,

tal y como se ha hipotetizado en otros estudios publicados [39,42,45].

De manera complementaria, la infecciéon por protozoos intestinales se
present6 en méas de la mitad de los pacientes del estudio, con amplia presencia
de microorganismos comensales, que indican una exposicién feco-oral frecuente,
relacionada con condiciones de saneamiento limitado y practicas de higiene
inadecuadas. Destaca la alta frecuencia de Cryptosporidium spp., también descrita
como una de las especies mds prevalentes en series de pacientes en Lima,
aunque con prevalencias menores al 20 % [134-136], y de solo el 2% en una
cohorte de la Amazonia [247]. En cuanto a Giardia spp. y Entamoeba spp., la
prevalencia de ambas ha sido baja, a pesar de que en algunos estudios previos
Giardia duodenalis era aislada con frecuencia [148]. Una posible explicacién es que
otros microorganismos oportunistas, como Cryptosporidium, podrian competir
con Giardia y desplazarla, especialmente en personas con inmunosupresion [248].
Ademas, los ooquistes de Cryptosporidium son mas resistentes a la limpieza
convencional y se adquieren mds facilmente en lugares recreativos como piscinas
y rios, comunes en Iquitos [249]. Por ultimo, los nifios, no incluidos en nuestro
estudio, parecen mds susceptibles a la infecciéon por Giardia duodenalis [148,250].
Entamoeba histolytica es habitualmente menos frecuente que Giardia duodenalis,
aunque su prevalencia puede sobreestimarse por la dificultad de diferenciarla
de la no patégena Entamoeba dispar. En Iquitos, estudios en personas sin VIH
reportan prevalencias entre el 5-13 %.

La elevada concordancia entre métodos diagndsticos para Giardia y Entamoeba
confirma la validez de las técnicas utilizadas, mientras que la discorcordancia
observada entre técnicas para Cryptosporidium spp. precisaria de nuevos estudios
confirmatorios con técnicas moleculares para llegar a una conclusién definitiva,
ya que la predominancia de Cryptosporidium hominis versus parvum en el Pert
podria ser una causa de falsos negativos del test [251]. De hecho, una validacién
externa del CerTest Crypto Card en Africa Subsahariana mostré una baja
sensibilidad (49,6 %) y valor predictivo positivo (61,3 %) frente a PCR, a pesar
de una especificidad >92 %. Por otro lado, la tincion ZNM, a pesar de haber
sido revisada por dos microbiélogos, podria haber dado lugar a falsos positivos
debido a la tincién de otras estructuras como hongos o esporas [143].
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La prevalencia de HTLV también fue mayor en PVV que lo registrado en
la poblacién sin VIH en la Amazonia peruana [226]. Al realizar la tipificacion,
se comprob6 que la mayoria de los pacientes estaban infectados por HTLV-2,
concordante con el hecho de que su adquisicion se asocie a practicas que también
favorecen el contagio del VIH, como las relaciones sexuales sin proteccion.
Este mecanismo de transmision es asimismo coherente con una mayor edad de
aquellos pacientes infectados, por exposicién prolongada y acumulativa al factor
de riesgo [233]. En la zona fronteriza entre Brasil y Perti ya se habia descrito una
circulacién endémica de este virus, sobre todo en tribus nativas. No obstante, la
prevalencia de HTLV-2 no solia ser mayor a la de HTLV-1, algo que si sucede en
nuestro estudio [217,220].

Como excepcion a lo previo, y aunque Trypanosoma cruzi ha sido mencionado
en reportes de casos agudos en la Amazonia peruana [188,189], no se han
encontrado casos de enfermedad de Chagas en pacientes con VIH en Iquitos.
Las publicaciones previas también hablan de prevalencias bajas, entre 0 % y 1.2 %
[60,185]. Aunque actualmente no parece ser una infeccién relevante en nuestra
poblacion, la zona es considerada endémica para el vector y el pardsito [183,184],
por lo que se deberia seguir realizando una vigilancia epidemiolégica activa para
detectar posibles repuntes de la enfermedad.

Los factores de riesgo identificados reflejan un patrén claro: vulnerabilidad
estructural que favorece la exposicién ambiental a pardsitos: vivir en zona rural
o en casa de material pobre, estar coinfectado con otros pardsitos o tener un nivel
educativo bajo, que puede llevar al desconocimiento de ciertas exposiciones de
riesgo (por ejemplo, a nivel sexual). Esto anima a incidir en medidas de educacién
en salud publica y prevencién de infecciones, a fin de mejorar el saneamiento
publico, la calidad del agua y los alimentos, ademds de las condiciones de
habitabilidad en ciertos barrios y asentamientos humanos de la ciudad. Aunque
se analizo, el estadio clinico de la infecciéon por VIH no se presenté como un
factor de riesgo independiente, no obstante, y como se comentard en el apartado
de limitaciones, la ausencia de estos datos en gran parte de los pacientes por el
elevado coste de su andlisis hace que no se puedan extraer conclusiones vélidas
al respecto.

De este modo, nuestros hallazgos confirman en gran medida la hipétesis
inicial, al demostrar que la interaccién entre los factores ambientales propios
de la Amazonia y determinados factores sociales de la salud que afectan de
forma mas importante a pacientes con VIH, favorecen que este grupo tenga una

mayor prevalencia de infecciones desatendidas en comparacién con la poblacion
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general. Por tanto, es necesario intensificar el cribado de Strongyloides stercoralis,
protozoos intestinales y HTLV en PVV, ademads de instaurar tratamiento cuando
esté indicado.

5.2. Fortalezas del estudio

Este trabajo constituye una de las primeras evaluaciones epidemiolégicas
exhaustivas de la prevalencia y los factores de riesgo de cuatro infecciones
desatendidas en personas que viven con el VIH en una zona endémica, aportando
informacién relevante sobre la transmisibilidad y contribuyendo a la mejora en
los protocolos de atencién al PVV y a la implantacién de medidas de salud

publica y prevencion en Iquitos.

En el dmbito diagnoéstico, se empleé un enfoque metodolégico amplio y
adaptado al contexto local, combinando diversas técnicas para maximizar la
sensibilidad y especificidad. En el caso de S. stercoralis, la integraciéon de
métodos parasitologicos en heces con pruebas seroldgicas permitié identificar
tanto infecciones activas como pasadas y descartar la infecciéon de manera fiable.
Para los protozoos intestinales se afiadi6, ademas del diagndstico convencional,
el uso de una prueba inmunocromatogréfica y de una tincién especifica para
Cryptosporidium spp., incrementando la capacidad de detecciéon de esta especie.
Asimismo, las serologias para Trypanosoma cruzi y HTLV fueron confirmadas
mediante pruebas adicionales, y se realiz6 la tipificacion de HTLV con el fin de
identificar el genotipo predominante en la regiéon, dado que cada uno presenta
implicaciones clinicas diferenciadas.

El empleo de técnicas diagnésticas econdmicas y accesibles, junto con
una rigurosa capacitacién del personal de laboratorio en el procesamiento de
muestras y en la microscopia, representa un valor afiadido de este trabajo.
Pretendemos que esto sea un impulso potencial para la incorporacién de estos
métodos diagndsticos en la rutina asistencial de los hospitales de la ciudad,

especialmente en el cribado de las poblaciones vulnerables.

La inclusién de participantes procedentes de los dos principales centros
de atencién a personas con VIH en la ciudad durante un periodo superior a
seis meses —el intervalo habitual entre consultas de seguimiento con TARV—,

permitié reclutar aproximadamente al 50 % de los pacientes en seguimiento
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activo, lo que contribuye a la representatividad de la muestra y la solidez de los
resultados.

Ademas, la basqueda exhaustiva de las heces, con una transportista local
contratada exclusivamente para este fin, que conocia, contactaba y localizaba a
cada uno de los pacientes que no habian entregado todavia la muestra de heces,
organizando la recogida para llegar a las zonas mas lejanas con el minimo retraso
posible, hizo que se pudiera recoger la mayor cantidad de muestras posibles con

los recursos disponibles.

Dado que la mayoria de estas técnicas microbiolégicas empleadas no se
utilizan en Iquitos de manera rutinaria, de este estudio se deriva un beneficio
adicional, dado que cada paciente positivo fue notificado y tratado siguiendo los
protocolos del Ministerio de Salud del Pert.

En conjunto, la amplitud metodolégica, la calidad técnica del trabajo de
campo en una zona con bajos recursos técnicos y humanos y la inclusiéon de
una cohorte amplia y representativa de pacientes refuerzan la validez interna y

externa de los resultados obtenidos con nuestra investigacion.

5.3. Limitaciones del estudio

Esta tesis presenta diversas limitaciones que deben considerarse al interpretar
sus resultados. En primer lugar, existen restricciones metodolégicas relacionadas
con los procedimientos diagndsticos empleados, debido a las limitaciones
estructurales y de personal de laboratorio. Solo se analizé una muestra fecal
por participante, lo que pudo haber infraestimado la prevalencia real de
parasitosis intestinales, especialmente en el caso de Strongyloides stercoralis,
donde la sensibilidad diagnéstica aumenta con el anélisis de multiples muestras.
Asimismo, la ausencia de técnicas de concentracién de heces ha podido limitar
la capacidad de detecciéon de infecciones de baja intensidad. A pesar de
estas limitaciones, se recurrié al uso de técnicas parasitolégicas y seroldgicas
complementarias y a personal capacitado en microscopia con el fin de mitigar
estos déficits. Hay que destacar la ausencia de métodos moleculares en nuestro
algoritmo diagndstico debido a la escasa capacitacion del personal local,
que habrian incrementado la sensibilidad y especificidad de los resultados,
permitiendo diferenciar especies como Entamoeba histolytica y dispar o detectar

parasitemia en enfermedad de Chagas, entre otras. También se debe sefalar
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la presencia de posibles sesgos de clasificacion debidos a discrepancias entre
técnicas diagnoésticas, como la observada entre ZNM e ICT en el estudio de
protozoos, asi como limitaciones derivadas del uso de gotas de suero secas
para la confirmacién serolégica de HTLV, un método no validado formalmente
por el fabricante y cuya sensibilidad podria verse reducida en muestras con
titulos bajos. Sin embargo, estudios previos que emplean matrices de muestras
secas para la serologia de HTLV han demostrado una alta especificidad y una
sensibilidad variable (=81-100 %), lo que respalda su viabilidad en entornos de

campo.

En segundo lugar, debido al coste de la realizacion y logistica (necesidad
de envio a Lima) de ciertas pruebas especificas para el VIH, hubo gran
cantidad de datos faltantes en relacién con el recuento de CD4 y la carga
viral de VIH. Esta ausencia de informacién reduce la potencia estadistica de
los anélisis multivariables, limitando la evaluacion de la asociacién entre el
estado inmunoviroldgico y la susceptibilidad a las infecciones estudiadas. No
obstante, se obtuvieron resultados similares al excluir esta variable del modelo
multivariable, lo que sugiere que las asociaciones principales son sélidas pese
al conjunto reducido de datos. Ademads, la falta de un grupo comparativo
seronegativo para VIH limita asimismo la interpretacién epidemioldgica en

términos de exceso de riesgo atribuible.

En tercer lugar, nuestra cohorte incluy6 principalmente a personas con VIH
activamente vinculadas al sistema de salud, lo que podria infrarrepresentar a
quienes no acceden al cuidado médico y que, potencialmente, presentan un
mayor riesgo de infeccién, contribuyendo a un posible sesgo de seleccion.
Ademas, los pacientes incluidos fueron pacientes ambulatorios, lo que excluye

a aquellos con manifestaciones graves por las infecciones a estudio.

En cuarto lugar, algunos estudios adolecieron de tamafios muestrales
insuficientes, particularmente en el caso de la enfermedad de Chagas, donde la
baja prevalencia esperada podria requerir de muestras mas amplias para generar
estimaciones precisas. No se obtuvo muestra de heces en 175 de los pacientes
incluidos, debido a la dificultad para el contacto con ellos (cambio frecuente de
numero de moévil, ausencia de vivienda estable, miedo al estigma, mudanzas
fuera de la ciudad, domicilio en comunidades rurales del Amazonas, a varias

horas de camino en barca o fallecimiento).

Finalmente, el disefio transversal comin a los estudios impide establecer

relaciones causales y evaluar la evolucién longitudinal de coinfecciones como
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HTLV y VIH o la progresiéon clinica asociada a las parasitosis intestinales.
Esta ausencia de seguimiento impide, asimismo, evaluar la rentabilidad de las
técnicas seroldgicas para la confirmacién de cura de la enfermedad. A nivel de la
recogida de variables, algunos factores de riesgo relevantes para la adquisicién
de geohelmintos y protozoos intestinales no fueron incluidos en la entrevista
(fuente de recogida de agua, bafios en el rio, consumo de productos procedentes
de mercados o presencia de alcantarillado cerca de la vivienda). También existe la
posibilidad de sesgos de recuerdo e informacién en las variables autorreportadas,

como los antecedentes de diarrea o las exposiciones ambientales.

En conjunto, estas limitaciones reflejan los desafios inherentes a la
investigacion en entornos de recursos limitados, pero no invalidan los
hallazgos; por el contrario, subrayan la necesidad de estudios futuros de
mayor envergadura, con metodologias mas sensibles, mayor representatividad
poblacional y disefio longitudinal, que permitan profundizar en los
determinantes y consecuencias clinicas de las infecciones desatendidas en
personas que viven con VIH en la Amazonia. Futuras investigaciones deberfan
incorporar PCR y técnicas de genotipificacion para identificar de manera precisa
las especies y genotipos de protozoos, lo que permitiria estimacionesg mas
exactas y una mejor comprension de los patrones epidemiolégicos. Ademas,
se deberia explorar la relacién coste-efectividad del cribado rutinario de
parasitosis en los programas de VIH, su integracién con la infraestructura de
laboratorio existente y el desarrollo de algoritmos clinicos dirigidos a pacientes

inmunocomprometidos.

Figura 5.1: Biisqueda exhaustiva de muestras de heces en los distintos distritos y
asentamientos humanos de Iquitos. Fuente: propia
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Los resultados de esta tesis ponen de manifiesto que las infecciones endémicas
desatendidas contintian representando un desafio sanitario relevante en la

Amazonia peruana.

Implicaciones diagnésticas

La elevada prevalencia de Strongyloides stercoralis y protozoos intestinales,
asi como la tasa no despreciable de HTLV—especialmente HTLV-2— subraya la
necesidad de incorporar de forma sistemadtica estas tres infecciones a los cribados
sistematicos de la poblaciéon con VIH. Para S. stercoralis, seria ttil el cribado con
serologia ELISA y al menos una de las dos pruebas de rescate de larvas en heces.
Para Giardia spp. y Entamoeba spp. se podria implantar un test rdpido de antigenos,
segun los recursos disponibles, pero Cryptosporidium spp. necesitaria la inclusién
de tincion ZNM tras una evaluaciéon previa de correlacién de los resultados
de ésta con la PCR. A este nivel destaca la importancia del entrenamiento de
técnicos y microbidlogos para la visualizacién de larvas /huevos de geohelmintos
y quistes/trofozoitos de protozoos en las heces, en caso de no contar con técnicas
automatizadas.

Aunque no se identificaron casos de enfermedad de Chagas, resulta
aconsejable mantener la vigilancia epidemiolégica de la infeccién en esta region,
dado el riesgo potencial de incremento de casos debido a la presencia del vector
y de tripanosoma en la region y el riesgo de reactivacion grave de la infeccién

latente en casos de inmunosupresion celular.

Implicaciones terapéuticas

La elevada carga de S. stercoralis y la identificacion de factores de riesgo
relacionados con la infeccién hacen necesaria la implantacién de tratamiento
dirigido en caso de no poder garantizar un cribado efectivo, a fin de intentar
frenar la transmisién. Dada la buena tolerancia, disponibilidad y bajo coste,
se sugiere el tratamiento con ivermectina en aquellos pacientes que vivan en
zonas rurales o con condiciones socioeconémicas pobres, afiadiendo asimismo
este antiparasitario al albendazol en pacientes diagnosticados de infeccién por
uncinarias, més fécil de detectar que Strongyloides. Otra opcién es el tratamiento
“en masa” a toda la cohorte de pacientes con VIH con cierta periodicidad. Para

saber qué opcién es mas coste-efectiva, habria que llevar a cabo nuevos estudios.
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Implicaciones en prevencién

Por ultimo, es necesario fortalecer las estrategias de prevencién para
disminuir el contacto de las personas con productos contaminados. Esto incluiria
el saneamiento y la pavimentacion de las calles, la mejora de los materiales de las
viviendas en los barrios desfavorecidos, el control de la calidad de los productos
en venta en los mercados publicos, asegurando la cadena de frio en las carnes y
pescados, y la vigilancia de las condiciones quimico-biolégicas de las fuentes de

agua.

Por otro lado, la educacién a la ciudadania sobre practicas sexuales seguras
podria ayudar a disminuir aquellos protozoos relacionados con précticas
homosexuales y a prevenir la transmisién de HTLV-2.

Figura 6.1: Mercados populares en el distrito de Belén. Casa de madera y hojas
(abajo a la izquierda). Fuente: propia
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Futuras lineas de investigacién

Hay multiples lineas de investigacion abiertas para proseguir el estudio de
estas infecciones en el futuro. Algunas de las mas relevantes se plasman a
continuacion:

» Estudios longitudinales que permitan evaluar la evolucién clinica de las
coinfecciones, su impacto en el control virologico del VIH y en la respuesta

inmunolégica y la utilidad de los test para definir “curacién”.

= Investigaciones operativas orientadas a valorar la costo-efectividad
de estrategias de cribado/tratamiento mencionadas para S. stercoralis,
protozoos intestinales y HTLV en PVV.

= Estudios que incorporen métodos moleculares para mejorar la precision
diagnoéstica y comprender la dindmica de transmisién de los patdgenos
estudiados, ayudando a validar test point of care accesibles para la poblacién
rural, especialmente para S. stercoralis y Cryptosporidium spp.

= Evaluaciones de intervencion de salud ptblica, como mejoras en
saneamiento, acceso a agua segura, educacién sanitaria y programas de

adherencia al tratamiento antiparasitario, en la adquisicién de infecciones.

En suma, este estudio aporta evidencia sobre las infecciones desatendidas en
PVV en la Amazonia peruana, identifica brechas en su prevencion y diagnostico,
y sienta las bases para futuras intervenciones de salud publica que podrian
mejorar la calidad de vida y reducir la carga de enfermedad en esta poblacién
vulnerable.
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Conclusiones

1. En pacientes que viven con el VIH de la Amazonia peruana, la
seroprevalencia de S. stercoralis fue del 42.5% y la prevalencia de larvas
en heces del 24.2 %. Los principales factores de riesgo para su adquisicion
fueron vivir en un drea rural/sin pavimentar, en una casa de material pobre
(madera u hojas), pertenecer al drea del Hospital Regional de Loreto, estar
infectado por uncinarias y tener un nivel bajo de estudios (analfabetismo o

estudios primarios).

2. La correlacion entre la técnica de Baermann y el cultivo de carbon fue buena,
y la técnica ELISA mostré una sensibilidad del 92.6 % y un valor predictivo
negativo del 96.9 %.

3. En pacientes que viven con el VIH en la Amazonia peruana, la infeccién por
Cryptosporidium spp. fue del 25.7 %, de Giardia spp. del 2.9 % y de Entamoeba
spp. del 1.9 %. Las précticas sexuales de riesgo entre hombres constituyeron
el tnico factor de riesgo significativamente asociado a la adquisicion de

alguno de estos protozoos.

4. La correlacion entre el test parasitologico y el inmunocromatogréfico para
Giardia spp. y Entamoeba spp. fue casi perfecta, pero solo ligera para
Cryptosporidium spp.

5. No se encontraron casos de enfermedad de Chagas en pacientes que viven

con el VIH en la Amazonia peruana.

6. La seroprevalencia de HTLV fue del 4.8% en pacientes que viven con
el VIH en la Amazonia peruana (0.3% HTLV-1, 3.8% HTLV-2 y 0.7 %
indeterminado). La edad mayor de 50 afios se asocié con un mayor riesgo

de adquisicién de la infeccién.
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Conclusions

1. In people living with HIV from the Peruvian Amazon, the seroprevalence
of S. stercoralis was 42.5 % and the prevalence of larvae in stool samples was
24.2 %. The main risk factors for infection were living in a rural/unpaved
area, living in a house built with poor-quality materials (wood or leaves),
belonging to the jurisdiction of the Regional Hospital of Loreto, being
infected with hookworms, and having a low level of education (illiteracy
or primary education).

2. The correlation between the Baermann technique and the charcoal culture
was good, and the ELISA technique showed a sensitivity of 92.6 % and a
negative predictive value of 96.9 %.

3. In people living with HIV from the Peruvian Amazon, infection by
Cryptosporidium spp. was 25.7 %, by Giardia spp. 2.9 %, and by Entamoeba spp.
1.9 %. Sexual practices between men were the only risk factor significantly
associated with acquiring any of these protozoa.

4. The correlation between the parasitological test and the
immunochromatographic test for Giardia spp. and Entamoeba spp. was
almost perfect, but only slight for Cryptosporidium spp.

5. No cases of Chagas disease were found among people living with HIV from

the Peruvian Amazon.

6. The seroprevalence of HTLV was 4.8 % among people living with HIV in the
Peruvian Amazon (0.3 % HTLV-1, 3.8 % HTLV-2, and 0.7 % indeterminate).
Being over 50 years old was significantly associated with an increased risk
of infection.
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A.1l. Hoja de informacién al paciente (HIP) y

consentimiento informado

Consentimiento para la participacién en el estudio

M mero P
Expediente:

[amizaje de la infecdion por Tryparesomie crrzd, HTLY v .
Titulo del Stromgylotdes  shercoralis v parasitos  intestinales  en
proyecto: pacientes con indeccion por VIH en la Amazonia peruana

(Trvpferud)

{ Version del |.'-|:|.|-+v:l|.'-.1|.|r: L0 (27 de enero de 2023

Investigador Err. Martin  Casapia.  Servicio  de  Entermedades

principal en Pera

Infeccipsas. Hospatal Regional de Loreto, Tquitos, Men

.-rnvmﬁﬁﬂr Dr. José Manuel Ramos Rincon, Servicio de Medicina
principal en Intermm, Hospital General Universitario Dr, Balmis de
Espana: Alicante

COMVOCATORLA IMTERMA PARA LA ASIGNACTOMN
DE CREDITO A PROYECTOS DE INVESTIGACION DE
Fuente de CARACTER IMTEENACIOMAL FPARMA LA
Financiamicnlo COMNSECUCION DE LO5 OBJETINVOS DE

DESARROLLO SOSTEMIBLE DE LA AGENDA 2050 DE
LAS MACIONES UNIDAS. CONY. UMH- GYA REF.
SOLCTE 2021005, (Cod, 11-134-4-2022-1081),

D, Martin  Casapla. Servicio  de  Enfermedades
Informacion de AHOCELa
contacto Sl Ohero Rodnguer,

Hospital Genecal Universatano Die, Balmis de Alicante

Nos dirigimos a usted para solicitar su consentimiento para participar en un
proyecto de investigacién. Este proyecto ha sido aprobado por el Comité de Etica
del Hospital Regional de Loreto (Iquitos, Perti). Se llevara a cabo de acuerdo a
las normas de Buena Préactica Clinica y a los principios éticos internacionales
aplicables a la investigacion médica en humanos (Declaraciéon de Helsinki y su
altima revision). Con el fin de que pueda decidir si desea participar en este
proyecto, es importante que entienda por qué es necesaria esta investigacion,
lo que va a implicar su participacién, como se va a utilizar su informacién y

sus posibles beneficios, riesgos y molestias. En este documento podra encontrar
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informacién detallada sobre el proyecto. Por favor, tomese el tiempo necesario
para leer atentamente la informacién proporcionada a continuacién y nosotros
le aclararemos las dudas que le puedan surgir. Cuando haya comprendido el
proyecto se le solicitara que firme el consentimiento informado si desea participar
en él. Si decide participar en este estudio debe saber que lo hace voluntariamente
y que podra, asi mismo, abandonarlo en cualquier momento. En el caso en
que decida suspender su participacion, ello no va a suponer ningtn tipo de
penalizaciéon ni pérdida o perjuicio en sus derechos y cuidados médicos. El
proyecto se llevard a cabo en el Hospital Regional de Loreto, Iquitos, Perd, y el
Hospital de Apoyo de Iquitos, Pert.

;POR QUE SE REALIZA ESTE PROYECTO?

La enfermedad de Chagas, causada por el Trypanosoma cruzi a través de
la picadura de la chinche, la enfermedad por virus linfotrépico humano de
células T de tipo 1 (HTLV-1), virus transmitido predominantemente via lactancia
materna o sexual, y la infeccién por Strongyloides stercoralis, adquirida por
via cutdnea, pueden originar infecciones de mayor relevancia y gravedad en
pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) que
viven en regiones tropicales, pudiendo provocar casos fatales por reactivaciéon
aguda enfermedad de Chagas o mayor gravedad de infecciones concomitantes
(HTLV-1, S. stercoralis). Para su diagnodstico, existen pruebas analiticas rdpidas y
efectivas que permiten saber si un individuo ha generado inmunidad (defensas)
frente a Trypanosoma cruzi, HTLV-1 o Strongyloides. La frecuencia de estas
infecciones (proporcién de individuos que presentan la enfermedad en una
poblacién) ha sido estudiada en varias areas de Perti, pero se desconoce en
gran medida la frecuencia en la Amazonia peruana y sobre todo se carecen de
datos sobre éstas en poblacion VIH. Conocerla, ayudarfa a comprender mejor
su situacion real, y a mejorar el control y manejo de esta enfermedad en estos

pacientes especialmente vulnerables.
¢CUAL ES EL OBJETIVO DEL PROYECTO?

Conocer la prevalencia de la enfermedad de Chagas, del virus HTLV, de la
estrongiloidiasis y de otras parasitosis intestinales en pacientes con infeccién por
VIH. A su vez, se pretende determinar los factores de riesgo de presentar dichas
en pacientes con infeccién por VIH.

;COMO SE VA A REALIZAR EL ESTUDIO?
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La duracién del estudio se prolongara durante un periodo de tiempo de
12 meses, pero este periodo podra ser mayor o menor (en funciéon de las
circunstancias de desarrollo del mismo). Si decide participar, es probable que
Unicamente necesite permanecer en consulta alrededor de 15-30 minutos, y que
no necesite acudir a la consulta del médico de forma extraordinaria. Antes
que nada, serd informado y a continuacién se solicitard su consentimiento
informado de participacion en el estudio; a continuacién, se recogeran los datos
epidemiol6gicos mediante una entrevista semi-estructurada y oral, siendo los
datos registrados, bien en plataforma digital (Tablet) o papel, segtin el contexto
lo permita; después se realizara un pinchazo en el dedo para la toma de sangre
venosa (para enfermedad de Chagas, S. stercoralis y HTLV-1). Los resultados de
este test serdn asimismo registrados; finalmente, a los pacientes con resultado
positivo se les realizard PCR para enfermedad de Chagas). Ademads, se le
solicitard una muestra de heces, que podra ser entregada desde casa a una
transportista, para facilitar la entrega. Nos gustaria almacenar durante al menos

5 afios cualesquiera de sus muestras sobrantes

;QUE BENEFICIOS PUEDO OBTENER POR PARTICIPAR EN ESTE
ESTUDIO?

Usted recibird el mismo tratamiento y atencién médica participe o no en
el proyecto. En consecuencia, no obtendrd ningian beneficio directo con su
participacién. No obstante, en caso de un resultado positivo en el/los test de
diagndstico, el estudio podria favorecer una deteccién temprana y por lo tanto
un manejo clinico posiblemente méas favorable. Asimismo, la informacién que
nos facilite, asi como la que se obtenga de los andlisis que se realicen, pueden
ser de gran utilidad para mejorar el conocimiento que tenemos hoy dia de estas
enfermedades y ello permitird idear formas de prevencién, manejo y tratamiento
mejores que las que poseemos en la actualidad. Por su participacién en el estudio

no obtendrd compensacién econémica.
¢QUE RIESGOS PUEDO SUFRIR POR PARTICIPAR EN EL ESTUDIO?

Al tratarse de un estudio observacional en el que tinicamente se observa
y recogen sus datos sin que exista intervencién experimental, Ginicamente se
tomarian en cuenta los inconvenientes posibles derivados de la realizaciéon del
test rdpido de diagndstico (generalmente alguna molestia muy ligera por el
pinchazo en el dedo y/o de la extraccion de 5 mililitros de sangre (mediante

procedimiento habitual), que generalmente no incluye mas inconvenientes,
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pudiendo ocasionar ligeros sintomas (dolor, irritacién, etc.) a nivel local de la
puncion.

;QUE DATOS SE VAN A RECOGER?

Datos sociodemograficos: edad, sexo, lugar de residencia, nivel de estudios.
» Datos epidemiolégicos relevantes.

s Datos clinicos: embarazo, comorbilidades, habitos toxicos, clinica actual,
exploracién clinica.

= Datos sobre el contagio y el estado actual de la infeccién por VIH.

= Resultados del test rapido de diagnoéstico y/o de la prueba analitica de
laboratorio.

;COMO SE TRATARAN MIS DATOS PERSONALES Y COMO SE
PRESERVARA LA CONFIDENCIALIDAD?

La recogida, tratamiento y uso de los datos requeridos por este estudio se
hard de acuerdo a lo estipulado en Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre,
de Proteccion de Datos Personales y garantia de los derechos digitales, y
a lo estipulado en el Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento europeo
y del Consejo de 27 de abril de 2016 de Proteccion de Datos (RGPD).
El acceso a su informacién personal quedard restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias y los érganos de asesoramiento
del Instituto de Investigacién Sanitaria y Biomédica de Alicante (ISABIAL),
cuando lo precisen, para comprobar los datos y procedimientos del estudio,
pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la
legislacién vigente. El Investigador, cuando procese y trate sus datos tomara las
medidas oportunas para protegerlos y evitar el acceso a los mismos de terceros
no autorizados. Usted puede ejercer los derechos de acceso (pedir informacién
sobre la informacién suya que hay guardada en la base de datos), de oposicién
(negarse a dar los datos), de cancelacion (solicitar que se destruyan los datos) y
rectificacién (si con el tiempo se modifica algin dato o se detecta algtn error).
Puede revocar el consentimiento para el tratamiento de sus datos personales
dirigiéndose al investigador. Ademds de estos derechos, y de acuerdo al RGPD,
usted también puede limitar el tratamiento de datos que sean incorrectos,
solicitar una copia o que se trasladen a un tercero (portabilidad) los datos
que usted ha facilitado para el estudio. Para ejercitar sus derechos, dirfjase al
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investigador principal del estudio. Le recordamos que los datos no se pueden
eliminar, aunque deje de participar en el estudio para garantizar la validez de la
investigacion y cumplir, si fuera el caso, con los deberes legales y los requisitos
de autorizacién de medicamentos. Asi mismo tiene derecho a dirigirse a la
Agencia de Proteccion de Datos si no quedara satisfecho. Tanto el Centro como
el Promotor son responsables respectivamente del tratamiento de sus datos y
se comprometen a cumplir con la normativa de proteccién de datos en vigor.
Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un c6digo,
de manera que no se incluya informacién que pueda identificarle, y sélo su
médico del estudio/colaboradores podré relacionar dichos datos con usted y con
su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no serd revelada a ninguna otra
persona salvo a las autoridades sanitarias, cuando asi lo requieran o en casos de
urgencia médica. Los Comités de Etica de la Investigacion, los representantes de
la Autoridad Sanitaria en materia de inspeccién y el personal autorizado por el
Promotor, tiinicamente podran acceder para comprobar los datos personales, los
procedimientos del estudio clinico y el cumplimiento de las normas de buena
préctica clinica (siempre manteniendo la confidencialidad de la informacién).
El Investigador y el Promotor estdn obligados a conservar los datos recogidos
para el estudio al menos hasta 25 afios tras su finalizacién. Posteriormente, su
informacién personal solo se conservard por el centro para el cuidado de su salud
y por el promotor para otros fines de investigacion cientifica si usted hubiera
otorgado su consentimiento para ello, y si asi lo permite la ley y requisitos
éticos aplicables. Si realizdramos transferencia de sus datos codificados fuera
de la UE a las entidades de nuestro grupo, a prestadores de servicios o a
investigadores cientificos que colaboren con nosotros, los datos del participante
quedarén protegidos con salvaguardas tales como contratos u otros mecanismos

por las autoridades de proteccion de datos.
¢CON QUIEN PUEDO CONTACTAR EN CASO DE DUDA?

Si Ud. precisa mayor informacién sobre el estudio puede contactar con el
Dr. Martin Casapia, Servicio de Enfermedades Infecciosas, Hospital Regional de
Loreto, o la Dra Silvia Otero Rodriguez, Servicio de Enfermedades Infecciosas,
Hospital General Universitario Dr. Balmis de Alicante.

Acuerdo del sujeto

He leido la informacién proporcionada més arriba. He realizado todas las
preguntas que tengo en este momento. Acepto voluntariamente que mis muestras

son conservadas sin identificacion.
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Nombre y Firma del sujeto de investigacién:

Fecha:

Nombre y Firma de la persona que obtiene el consentimiento:

Fecha:
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Consentimiento para la conservacion de muestras bioldgicas sin identificacién

;EN GENERAL, QUE DEBERIA USTED SABER SOBRE LOS ESTUDIOS DE
INVESTIGACION?

Los estudios de investigaciéon tienen como objetivo obtener informacion
relevante sobre nuevas enfermedades que pueda ayudar a otras personas en el
futuro. Es posible que usted no reciba ningtn beneficio directo por participar
en este estudio, asi como, también pueden existir riesgos asociados con la
participacién en estudios de investigacion. La participacion en este estudio es
voluntaria y puede negarse a participar, o retirar su consentimiento por cualquier
motivo. Si estd enfermo, usted no estd obligado a participar en el estudio
de investigacion para recibir atencion médica. A continuacién, se describen
los detalles de este estudio. Es importante que comprenda ampliamente la
informaciéon que le presentamos para que pueda decidir conscientemente su
participacién en este estudio de investigaciéon. Se le entregard una copia
de este consentimiento. Debe preguntar a los investigadores mencionados
anteriormente, o a los miembros del equipo que los asisten, cualquier duda que

tenga acerca de este estudio en cualquier momento.
¢CUAL ES EL OBJETIVO DE ESTE BANCO DE MUESTRAS?

Investigaciones con sangre, tejidos, o fluidos corporales (especimenes)
puede dejar que investigadores entiendan cémo funciona el cuerpo humano.
Investigadores puede contestar otras preguntas por utilizar las muestras. Pueden
desarrollar pruebas nuevas para detectar enfermedades, tratamientos mejores
como medicamentos, u otros productos. Las muestras pueden ser usadas para
investigaciones genéticas. A veces, investigadores conservan muestras para uso
en el futuro y/o compartir las muestras con colaboradores. Eso se llama “banco
biolégico.” El propésito de este “banco bioldgico” es tener acceso a muestras
con cuales se puede utilizar para tener informacién para un mejor conocimiento
referente a la enfermedad de Chagas, HTLV y estrongiloidiasis en pacientes con.
Infeccién por VIH de la region Loreto. Quizds, también usemos las muestras para
entender como estas enfermedades afectan el desarrollo de los recién nacidos.

Conservaremos muestras de sangre.
¢COMO SE SOLICITAN LAS MUESTRAS?

Muestras que sobran después de hacer las pruebas necesarias para el estudio

pueden ser incluidas en el “banco biolégico.”
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;QUE PASARA CON LAS MUESTRAS?

Conservaremos las muestras en congeladores en Universidad Nacional de
las Amazonia peruana en Iquitos, Perti o la Universidad Miguel Herndndez de
Elche. Estos sitios son seguros, y los empleados singularmente tienen acceso a
los laboratorios. Las muestras serdn conservadas bajo el c6digo asignado para
usted, no bajo su nombre. Las muestras serdn conservadas por 5 afios por lo
menos, pero seran destruidas después de 5 afios si se acabe el estudio si ya no
son necesitadas. Podemos compartir datos o muestras con otros investigadores,

pero no compartiremos su informacion personal con nuestros colaboradores.

;CUALES SON LOS POSIBLES BENEFICIOS POR PARTICIPAR EN ESTE
ESTUDIO?

Es poco probable que usted se beneficie personalmente. Los estudios que
usan especimenes de este repositorio pueden proporcionar informacién adicional
que serd util para comprender mds sobre la enfermedad de Chagas, HTLV,
estrongiloidiasis y parasitosis en pacientes con. Infeccién por VIH, asi como otros
estudios en el futuro.

;CUALES SON LOS POSIBLES RIESGOS O MOLESTIAS QUE IMPLICA LA
PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO?

Podrian existir riesgos poco comunes o previamente desconocidos. A veces
preocupa que otros puedan descubrir informacién sobre usted y su salud.
El riesgo de eso es minimo en este “banco bioldgico” porque las muestras

corresponderdn a un c6digo y no a su nombre o informacién personal.
¢LE COSTARA ALGO LA PARTICIPACION EN ESTE ESTUDIO?
No le costard nada participar en este “banco biolégico.”
¢RECIBIRA ALGO POR PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?
Usted no recibira nada por sus muestras.
¢A QUIEN PERTENECEN LAS MUESTRAS?

Cualquier muestra de sangre, fluidos corporales, o tejidas obtenidos de
objetivo de este banco bioldgico” se hace exclusivamente de la propiedad de
la Universidad Nacional de la Amazonia peruana y de La Universidad Miguel
Hernandez de Elche. Estas organizaciones pueden conservar o destruir las

muestras o utilizarlas para investigaciones que acabe en productos comerciales.
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No hara recompensa a Ud. para cualquier uso (incluso uso comercial) de las

muestras en el futuro.
(DE QUE MANERA SE PROTEGERA SU PRIVACIDAD?

Los investigadores no tendran informacién que le identifica; por eso, no existe

riesgo para su privacidad.

JRECIBIRA USTED RESULTADOS EN EL FUTURO QUE TENGAN QUE
VER CON SUS MUESTRAS?

Es poco probable que el uso de sus muestras da resultados nuevos que tiene
significado para Ud. Ademads, los investigadores no sabran de quien vienen las

muestras.
(PUEDE USTED RETIRAR LAS MUESTRAS DEL "BANCO BIOLOGICO:¢

Si usted puede retirar las muestras por pedido escrito enviada a la
Investigadora Principal Peruana Viviana Pinedo Cancino. Las muestras suyas

serian destruidas en este evento.
(:QUIEN PATROCINA ESTE ESTUDIO?

Esta investigaciéon estd financiada por la “Cooperacion de formacién
académica en Investigaciéon en Ciencias de la Salud con la Universidad de la
Amazonia peruana y sus Instituciones Sanitarias y el Hospital Regional de
Loreto, dentro del Convenio 2020 entre Generalitat Valenciana y la Universidad
Miguel Herndndez de Elche”. Esto significa que el patrocinador le paga al equipo
de investigacion por la realizacién del estudio. Los investigadores no tienenun

interés financiero directo con el patrocinador ni con los resultados del estudio.

/QUE SUCEDE SI DESEA FORMULAR PREGUNTAS SOBRE ESTE
ESTUDIO?

Tiene el derecho de preguntar, y que le respondan, cualquier duda que
tenga acerca de esta investigacién. Si tiene preguntas o si ocurre una lesion
relacionada con la investigacion, debe ponerse en contacto con los investigadores

mencionados en la primera pagina de este formulario.

(/QUE SUCEDE SI DESEA FORMULAR PREGUNTAS SOBRE SUS
DERECHOS COMO SUJETO DE UNA INVESTIGACION?

Toda investigacion realizada con voluntarios humanos es examinada por un

comité que trabaja para proteger sus derechos y su bienestar. Si tiene preguntas
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o inquietudes acerca de sus derechos como sujeto de una investigacién, puede
ponerse en contacto, de manera anénima si lo desea, con la Oficina del Comité
de ética Institucional e Investigacién para el Hospital regional de Loreto (Tel.
065-251882)

Acuerdo del sujeto:

He leido la informacién proporcionada mads arriba. He realizado todas las
preguntas que tengo en este momento. Acepto voluntariamente que mis muestras

son conservadas sin identificacion.

Nombre y Firma del sujeto de investigacién:

Fecha:

Nombre y Firma de la persona que obtiene el consentimiento:

Fecha:
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A.2. Hoja de recogida de datos (HRD)

Instrucciones: Complete este formulario para los pacientes elegibles que hayan dado
su consentimiento informado. Debe llenarse el mismo dia de la seleccion, preferentemente
por el personal clinico del estudio.

IDENTIFICACION DEL PARTICIPANTE

Cédigo del participante: TP + nlimero consecutivo asignado
Hospital de recogida (HRL/HAI):

Fecha de visita (dd/mm/aaaa):

DATOS GENERALES

Sexo (H/M):

Fecha de nacimiento (dd/mm/aaaa):

Ocupacién (ninguna/agricultura-construcciéon/artesanal /auténomo/intelectual):
Lugar de residencia(Punchana/Iquitos/ Belén/San Juan/rural):

Nivel educativo (estudios primarios/secundarios/ universitarios):

DATOS EPIDEMIOLOGICOS

¢(Ha tenido picadura de triatéminos? (si/no/no sabe):

(Recibié lactancia materna? (si/no/no sabe):

¢Recibié transfusiones sanguineas? (si/no/no sabe):

;Tiene animales en casa? (si/no/no sabe):

(Camina descalzo fuera de casa? (si/no/no sabe):

cTiene habitos téxicos (alcohol/drogas/tabaco)? (si/no/no sabe):
(Esta embarazada? (si/no/no sabe):

;Vive en una zona rural? (sin asfaltar) (si/no/no sabe):
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¢De qué material esta hecha su casa? (hoja/madera/cemento):

DATOS CLINICOS

Comorbilidades

;Tiene diabetes? (si/no/no sabe):

cTiene hipertension arterial? (si/no/no sabe):
:.Tiene enfermedad cardiovascular? (si/no/no sabe):
(Esta embarazada? (si/no/no sabe):

;Tiene enfermedad digestiva? (si/no/no sabe):
;Tiene enfermedad urinaria? (si/no/no sabe):

;Tiene otra enfermedad? (si/no/no sabe):

Antecedentes de enfermedades infecciosas

(Alguna vez ha tenido tuberculosis? (si/no/no sabe):
(Alguna vez ha tenido pardasitos intestinales? (si/no/no sabe):
¢Alguna vez ha tenido gonorrea? (si/no/no sabe):

(Alguna vez ha tenido sifilis? (si/no/no sabe):

¢Alguna vez ha tenido hepatitis? (si/no/no sabe):

¢Alguna vez ha tenido toxoplasmosis cerebral? (si/no/no sabe):

Sintomas actuales

cTiene algtin sintoma actual? (si/no/no sabe):
En caso de marcar Si, ;cudl? (tos/fiebre/dirrea):

En caso de diarrea, ;con qué frecuencia la tiene? (diaria/semanal /mensual):
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ESTADO DE LA INFECCION POR VIH

Grupo de riesgo (heterosexual /homosexual/transexual /bisexual):
Via de adquisicién del VIH (sexual/vertical/parenteral /no sabe):
Numero inicial de CD4+ (células/L):

Numero actual de CD4+ (células/L):

(Estadio SIDA (CD4+ <200) actual? (si/no):

Carga viral actual (copiasl/ml):

Carga viral actual categorizada (<20/20-2000/>2000):

Adherencia a la medicacion (>95 %/ /90-95 %/ <20):

RESULTADOS DE LABORATORIO

Serologia S. stercoralis

Test ELISA IgG (positivo/negativo):

Parasitologia S. stercoralis y otros helmintos

Baermann modificado (larvas S. stercoralis) (positivo/negativo/no se hizo):
Cultivo en carbén (larvas S. stercoralis) (positivo/negativo/no se hizo):
Kato-Katz (huevos de otros geohelmintos) (positivo/negativo/no se hizo):

Si positivo, parésito identificado:

Parasitologia protozoos intestinales

Visualizacién directa con Lugol (protozoos) (positivo/negativo/no se hizo):
Si positivo, pardsito identificado:
ICT (protozoos) (positivo/negativo/no se hizo):

Si positivo, pardsito identificado:
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Tincién de ZNM (Cryptosporidium spp.) (positivo/negativo/no se hizo):

Serologia T. cruzi

Primer ELISA (positivo/negativo/indeterminado):
Segundo ELISA (positivo/negativo/indeterminado):
Si alguno positivo, ampliar:

CLIA Chagas (positivo/negativo/no se hizo):

Serologia HTLV

ELISA HTLV (positivo/negativo):
Si positivo, ampliar:
INNO-LIA en sangre total (positiva/negativa/no se hizo):

Serotipo (HTLV-1/HTLV-2):
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Vida en comunidad rural del rio Amazonas. Fuente: propia
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