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RESUMEN

Objetivo: Estandarizar una técnica de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real para
la deteccion del parésito e identificar Acanthamoeba en liquidos conservantes de lentes de
contacto.

Meétodos: Se realizé un estudio descriptivo observacional de corte transversal sobre la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real para la deteccion de Acanthamoeba, en
el Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud de la ciudad de Asuncion, en Paraguay.
Se analizaron 110 liquidos conservantes aportados por usuarios sanos de lentes de contacto,
mediante reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real y cultivo en medio PAGE - SDS.
Resultados: Se estandarizo con éxito la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real con limite de sensibilidad de 1 pg/pL. Se aislé Acanthamoeba a partir de una
muestra (1 %) por método de cultivo, mientras que la carga parasitaria en el liquido
conservante fue inferior al limite de deteccidn de la reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real. EI ADN obtenido del cultivo de dicha muestra fue positivo para Acanthamoeba

por este método.
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Conclusiones: El sistema estandarizado presenta buena sensibilidad y podra ser incorporado
en los laboratorios que cuentan con acceso a equipos de reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real para un diagndéstico rapido y mas eficiente en casos de sospechas de
queratitis amebiana. Recomendamos el uso combinado de métodos moleculares y cultivo para
aumentar la potencia del diagnostico, sobre todo en muestras donde la carga parasitaria es muy
baja.

Palabras clave: Acanthamoeba; queratitis por Acanthamoeba; reaccién en cadena de la

polimerasa; lentes de contacto.

ABSTRACT

Objective: Standardize a real-time polymerase chain reaction technique for detection of the
parasite and identify Acanthamoeba in contact lens solutions.

Methods: A cross-sectional observational descriptive study was conducted about a real-time
polymerase chain reaction technique for detection of Acanthamoeba at the Institute of Health
Sciences Research in the city of Asuncién, Paraguay. A total 110 solutions were analyzed,
which were provided by healthy contact lens users, by real-time polymerase chain reaction and
culture in SDS-PAGE medium.

Results: Successful standardization was achieved of the real-time polymerase chain reaction
technique with a sensitivity limit of 1 pg/pl. Acanthamoeba was isolated from one sample (1%)
by culture, whereas the parasite load in the contact lens solution was below the detection limit
of the real-time polymerase chain reaction technique. The DNA obtained from the culture of
that sample was positive for Acanthamoeba by the real-time polymerase chain reaction
technique method.

Conclusions: The system standardized exhibits good sensitivity and may be incorporated into
laboratories with real-time polymerase chain reaction technique equipment for a rapid and

more efficient diagnosis of suspected amoebic keratitis. We recommend the combined use of
molecular methods and culture to enhance diagnostic power, mainly in samples where the

parasite load is very low.

Key words: Acanthamoeba; Acanthamoeba keratitis; polymerase chain reaction; contact

lenses.
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Introduccion

Los protozoarios del género Acanthamoeba son amebas de vida libre que presentan dos etapas
dentro de su ciclo evolutivo: el trofozoito, que es la forma activa, y el quiste, que es una forma
latente con poca actividad metabolica. Este microrganismo se encuentra ampliamente
distribuido en la naturaleza y cuando entra en contacto con los seres humanos puede causar
infecciones graves como la queratitis amebiana (QA) y la encefalitis amebiana
granulomatosa.®

La queratitis causada por Acanthamoeba spp. es una infeccion grave de la cérnea, muy
dolorosa, que presenta sintomas como fotofobia, enrojecimiento y lagrimeo. Puede llevar a la
pérdida de la vision si no es diagnosticada y tratada a tiempo. La enfermedad puede
desarrollarse en personas inmunocompetentes y el factor de riesgo principal es el uso de lentes
de contacto (LC), que sirven como vehiculo para transportar el parasito a la cornea. Las LC se
contaminan por malos hébitos como exposicion al agua, ya sea en la ducha, en las piscinas, en
el lavado o en el almacenamiento de LC al agua.®*%

La QA es considerada una enfermedad rara. Sin embargo, su frecuencia en la Gltima década ha
aumentado por el incremento de usuarios de LC y la exposicion a factores de riesgo en estos.
Se estima una prevalencia de 1,2 por mill6n de adultos y con cifras que varian de 0,2 a 2 por
cada 100 000 usuarios de LC por afio en paises como EE.UU. y el Reino Unido. Las
caracteristicas de la patologia hacen que el diagnostico se alcance cuando el dafio ya es severo.
Otro factor que contribuye al diagnostico tardio es el retraso de la consulta médica por parte de
los pacientes usuarios de LC que estan acostumbrados a pequefias molestias en los 0jos.**%

El cuadro clinico es un dato poco especifico y poco orientativo para el diagnostico de la
enfermedad, ya que puede confundirse facilmente con queratitis causada por herpes, hongos o
bacterias, por lo que el estudio del laboratorio es fundamental para determinar de forma precisa
la etiologia. Se debe tener en cuenta que la enfermedad puede desarrollarse como una queratitis
de etiologia mixta, razon de los casos de diagndsticos erroneos.?3®

El diagnostico se realiza a partir de hisopados o raspados de la lesion corneal; sin embargo, las
LC o la solucion de estos pueden ayudar al diagnostico. Los métodos convencionales de
diagnostico incluyen el examen microscopico directo de raspaduras corneales, tincion con
acido periodico de Schiff, hematoxilina eosina, Giemsa y naranja de acridina. El cultivo en
agar no nutritivo superpuesto con Escherichia coli es el estandar de oro para el diagnéstico de
QA. Sin embargo, los métodos convencionales carecen de sensibilidad, son muy dependientes
del observador y en el caso del cultivo se requiere un seguimiento muy largo con un periodo

minimo de seguimiento de 7 a 10 dias, lo cual retrasa significativamente el diagndstico.(”)

[CD) &v-rc | Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




Revista Cubana de Oftalmologia. 2020;33(1)e775

Los métodos moleculares, como las técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
son ampliamente utilizados con fines diagnosticos, los cuales ofrecen resultados rapidos,
sensibles y especificos. Los sistemas de PCR empleados para la deteccion de la ameba utilizan
primers que amplifican el gen de la 18S rRNA de Acanthamoeba. Uno de los sistemas de PCR
maés utilizados es el descrito por Schroeder y otros, donde utilizan primers (JDP1 y JDP2) que
amplifican la region ASA.S1 del gen 18S rRNA, cuyo producto varia de 423 a 551 pb,
dependiendo de la especie. Otro sistema de PCR ampliamente utilizado es un sistema de PCR
en tiempo real (QPCR) descrito por Qvarnstrom y otros, donde se amplifica una region del gen
18S rRNA cuyo producto amplificado es de 180 pb.®&9

En Paraguay, el Unico dato publicado sobre Acanthamoeba se limita al reporte de un caso
clinico de una usuaria de LC que desarroll6 QA, cuyo diagndstico se realiz6 por método de
cultivo estandar. Sin embargo, no existen datos sobre la frecuencia de Acanthamoeba en
usuarios de LC, y el diagnostico de este microrganismo no forma parte de la rutina de un
laboratorio microbioldgico; por tanto, no se cuenta con un protocolo estandarizado para la
deteccidn del parasito a nivel nacional, lo que genera una necesidad de métodos de diagnostico
que permitan detectar a la ameba en casos sospechosos.®?

El objetivo de este trabajo fue estandarizar una técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real para la deteccion del parésito e identificar Acanthamoeba en liquidos

conservantes de lentes de contacto.

Métodos

El disefio del presente estudio fue observacional descriptivo transversal de casos consecutivos.
La poblacion enfocada hace referencia a usuarios sanos de LC y como poblacién accesible se
incluyeron usuarios sanos de LC de ambos uno y otro sexo, mayores de 18 afios y que
participaron de forma voluntaria expresada por la firma del consentimiento informado. Fueron
excluidos los usuarios de LC que presentaron alguna patologia ocular previa, asi como aquellos
que se encontraban bajo algun tratamiento ocular al momento del estudio. La cantidad total de
participantes fue de 110, los cuales entregaron su liquido conservante usado para el analisis de

laboratorio.

Coleccién de muestras

Los liquidos de conservacion de LC fueron colectados en frasco estéril e identificados con un

cddigo para resguardar la identidad de los participantes. La muestra colectada se derivo al
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laboratorio de microbiologia del Instituto de Investigaciones en Ciencias de la Salud (1ICS)
para su procesamiento. El liquido conservante se fracciono en dos alicuotas, uno para el estudio

molecular y otro para el cultivo.

Cultivo de Acanthamoeba
Las alicuotas destinadas para el cultivo fueron concentradas por centrifugacién a 2 500 rpm. Se
realiz6 examen del sedimento en fresco y se observo entre lamina y laminilla a 40X en
busqueda de quistes o trofozoitos. El resto del sedimento se cultivd en tubos que contenian
medio agar no nutritivo sembradas con cepas ATCC 35218 de E. coli. EI método utilizado fue
el descrito por Pérez Irezabal y otros.*Y Los tubos fueron incubados a 35 °C y se realiz6 un

seguimiento de seis semanas a cada muestra.

Extraccion de ADN

Las alicuotas del liquido conservante destinadas a extraccion de ADN fueron centrifugadas a
13 000 rpm por 10 minutos. Se descarto el sobrenadante, y el sedimento fue sometido a la
extraccion de ADN con el kit comercial Wizard® Genomic DNA (PROMEGA, EE.UU.),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Del mismo modo, aquellas muestras con cultivo

positivo para Acanthamoeba se sometieron a extraccion de ADN para su estudio molecular.

Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
Para la estandarizacion de la técnica de gPCR se empleé ADN de Acanthamoeba sintetizado
comercialmente (CP1) y ADN de Acanthamoeba aislado del cultivo de un caso de queratitis
(CP2), empleando como mezcla de reaccion SYBR® Green PCR Kit (Qiagen, Germany) vy el
termociclador Mic gqPCR Cycler de Bio Molecular Systems (EE.UU.) y su software
correspondiente para el analisis de curvas de fluorescencia. El protocolo empleado en este
trabajo fue el descrito por Qvarnstrom y otros, utilizando primers Acant F
(CCCAGATCGTTTACCGTGAA) y Acant R (TAACCTGCTAAATAGTCATGCCAAT).
Para validar la calidad de las muestras recolectadas se realizo la deteccion de trazas de ADN
humano en el liquido conservante, para el cual se amplifico el gen humano GAPDH, que sirve
como control interno. Para este fin se emplearon primers Gap F
(CCACCCATGGCAAATTCC) y Gap R (ATGGGATTTCCATTGATGACAAG). Aquellas

muestras en las que no se detectdé ADN humano fueron excluidas del estudio.®
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Resultados

Las muestras recolectadas fueron sometidas al analisis del gen GAPDH. En 92/110 se
detectaron trazas de ADN humano, las cuales fueron incluidas en este estudio para realizar el

screening de Acanthamoeba (Fig. 1).

Muestras de liquido
de lentes de contacto
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Fig. 1 - Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real. Curvas de amplificacion del gen humano

GAPDH en muestras del liquido conservante de lentes de contacto.

Todas las muestras fueron procesadas por cultivo y en el 100 % de las muestras el examen en
fresco fue negativo. Sin embargo, se obtuvo una muestra positiva para Acanthamoeba (1 %)
posterior al cultivo; se observaron quistes y trofozoitos a las 48 horas de incubacién en la
muestra codificada como A77. Todas las muestras tuvieron un seguimiento de 6 semanas y las
que fueron consideradas como negativas si tras ese periodo no se observaron quistes o
trofozoitos.

La estandarizacion de la gPCR fue exitosa empleando las muestras control y para determinar la
sensibilidad del método se amplificaron diluciones seriadas del CP1 previamente cuantificado
por absorbancia ultravioleta (UV). En total se emplearon nueve diluciones con concentraciones
desde 18 400 pg/uL hasta 0,25 pg/uL. Se obtuvo amplificacion hasta la dilucion que contenia 1
pg/uL vy al realizar el analisis de la curva de melting no se observaron reacciones inespecificas

o dimeros de primers (Fig. 2).
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Fig. 2 - Sensibilidad de la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real, sistema
Qvarnstrom. A) Curvas de amplificacion de distintas diluciones de ADN de sintesis comercial de

Acanthamoeba. B) Curvas de melting.

Con los valores del ciclo umbral (cycle threshold — CT) y las concentraciones de las distintas
diluciones se construyo una curva de calibracion, la cual permitié establecer el punto de corte

para la interpretacion de los resultados por gPCR. El punto de corte fue un CT de 30 (Fig. 3).

1] 5 10 15 20 15 aa i5
Ciclo umbral (CT)

y=-0,2077Tx + 8,652
R*= 10,5312

Fig. 3 - Curva de calibracion de la reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real del sistema

Qvarnstrom realizado con distintas diluciones de ADN de sintesis comercial.

[CD) &v-rc | Esta obra esta bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES 7



Revista Cubana de Oftalmologia. 2020;33(1)e775

El andlisis por qPCR del total de muestras del liquido conservante permiti6 detectar el aumento
de la fluorescencia de forma tardia en la muestra A77 con CT de 31,50. Sin embargo, la
amplificacion del ADN obtenido del cultivo de dicha muestra (A77c) mostré un aumento
exponencial de la fluorescencia con un CT de 16,54. Al realizar el anélisis de la curva de
melting se pudo comprobar que la curva amplificada del liquido A77 presenta una Tm muy
similar a los controles positivos y que la curva de fluorescencia del ADN obtenido del cultivo
presenta una Tm dentro del rango esperado para el producto de interés, con lo cual se confirma

que el parésito aislado del cultivo corresponde a Acanthamoeba (Fig. 4).
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Fig. 4 - Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real, sistema Qvarnstrom. A) Curvas de
amplificacion de la reaccién en cadena de la polimerasa a en tiempo real de los controles y del
ADN extraido de la muestra A77 del liquido conservante de lentes de contacto y del cultivo. B)
Curvas de melting de los productos obtenidos. CP1: Control positivo 1. CP2: Control positivo
2. CN: Control negativo. A77c: ADN obtenido del cultivo de la muestra A77. A77: ADN

obtenido del liquido conservante de lentes de contacto.

Discusion
La QA es un problema en el area de la oftalmologia en Paraguay por la dificultad en su
diagnostico etiologico, lo cual responde a su sintomatologia inespecifica y a la falta de métodos
laboratoriales para la confirmacién de los casos con sospecha clinica. La QA es una infeccion
de la cornea muy dolorosa y que amenaza la vista si no se diagnostica y trata a tiempo. En
nuestro pais la sospecha clinica generalmente aparece por descarte cuando se han eliminado los
otros agentes etiologicos, y en consecuencia el tratamiento se inicia meses despues del inicio

de la infeccidn. De ahi la importancia de este estudio, en el que se estandarizo6 la qPCR para la
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identificacion de este protozoario, poco frecuente pero devastador cuando causa una infeccion.
A nivel mundial cada vez se reportan mas casos de pacientes afectados por esta patologia, con
asociacion demostrada previamente entre la QA y el uso de LC. ElI 85 % de los casos
reportados se presentan en usuarios de LC vy el interés creciente por esta enfermedad responde
principalmente a la afectacion devastadora que origina en los ojos, la dificultad de su
diagnostico etioldgico, el tratamiento prolongado de la enfermedad y el incremento cada vez
mayor en el nimero de usuarios de LC. Se estima que a nivel mundial 70 millones de personas
usan lentes de contacto.21314)

El diagnostico de la QA se realiza por observacion de quistes o trofozoitos en muestras
clinicas, como raspado corneal o biopsia corneal, observacion directa del parasito en tejido
corneal por microscopia confocal, aislamiento del parasito por método de cultivo o
identificacion molecular en muestras clinicas. Si bien, el diagnostico definitivo se realiza a
partir de las muestras clinicas, pueden presentarse situaciones en las que no sea posible realizar
una toma de muestra corneal, sobre todo cuando la afeccion es pequefia, y una toma de muestra
puede generar una lesibn mas grande o empeorar la condicion del paciente en dichas
condiciones cuando se trata de usuarios de LC. El estudio de LC o el liquido conservante puede
utilizarse como alternativa para ayudar al diagndéstico, el cual se complementa con los
hallazgos clinicos y la sintomatologia del paciente.4-16)

El cultivo para Acanthamoeba en medio Page superpuesta con E. coli es altamente especifico y
permite la diferenciacion de quistes a trofozoitos, asi como también la multiplicacion del
parésito, lo que permite aumentar la carga parasitaria en la muestra analizada. Este cultivo, a
diferencia del cultivo bacteriano, es mas complejo y requiere un seguimiento por mas tiempo.
Dependiendo del estadio del parasito en el momento del cultivo puede tardar de dias a semanas
en detectarse, y requerir un seguimiento minimo de 7 a 10 dias. Lo ideal es realizar un
seguimiento por lo menos 4 semanas, ya que los quistes tardan mas en diferenciarse y en
multiplicarse que si se encuentra en la forma de trofozoito, que es la forma replicativa del
parasito. Por lo tanto, la principal limitacion de este método es el tiempo que tarda en detectar
el paréasito y la baja sensibilidad, que puede variar de 0 a 77 %.

En este trabajo se emple6 como control positivo para el cultivo una cepa de Acanthamoeba
aislada de un caso de queratitis. Si bien la muestra llevaba 4 afios almacenada en el laboratorio,
en ella se observaron quistes al realizar el examen en fresco y se logré la diferenciacion a

trofozoitos, la cual se evidencio a la sexta semana de cultivo. Esto demuestra la gran capacidad
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de los quistes de Acanthamoeba de permanecer viables por mucho tiempo, lo cual coincide con
lo reportado dentro de las caracteristicas de este parasito y pone de manifiesto su potencial
como patogeno.(7:111417.18)

En este estudio se aislo Acanthamoeba a partir de una muestra (1 %) correspondiente al codigo
AT77 por método de cultivo. Si bien la frecuencia encontrada es baja, concuerda con lo
esperado, ya que las muestras analizadas corresponden a usuarios sanos y esto coincide con
otros estudios que se centran en la busqueda del parasito en usuarios sanos de LC. La literatura
reporta una frecuencia de 1 a 8 % en usuarios asintomaticos. En un estudio realizado por
Gomes Dos Santos y otros obtuvieron resultados similares a lo reportado en este trabajo;
aislaron el parasito de una sola muestra por el método de cultivo tras analizar 177 muestras de
participantes voluntarios, usuarios sanos de lentes de contacto.*%2%

La gPCR estandarizado en este trabajo fue descrito por Qvarnstrom y otros. Este sistema es la
PCR de referencia del Centro para el Control y Prevenciéon de Enfermedades (CDC) y los
cebadores que utiliza fue disefiado a partir de 40 secuencias genéticas parcial o completa de la
18S rRNA de Acanthamoeba. Por lo tanto, permite detectar todas las variantes de
Acanthamoeba, ya sean patdgenas o ambientales. La deteccion del gen 18S rRNA con fines
diagndsticos es ampliamente utilizado porque es parte de una repeticion ribosémica que esta
presente en multiples copias en cada célula. Se estima que Acanthamoeba tiene
aproximadamente 600 copias de la unidad de repeticion ribosémica, lo cual es ideal para ser
objetivo diagndstico para PCR. El sistema estandarizado presenta buena sensibilidad, lo cual
fue posible determinar con las diluciones seriadas del CP1, y se logré detectar hasta la
concentracion de 1 pg/uL. Este resultado concuerda con lo reportado por los autores que
determinaron un limite de deteccion de 0,8 ameba por cantidad total de muestra procesada.
Thompson y otros reportaron limites de deteccion de 0,7 quistes por 10 pL de reaccion y 2,3
trofozoitos por 10 pL para el mismo sistema. Teniendo en cuenta que la literatura reporta que
el contenido de ADN en una célula de ameba es de 1 a 2 pg, se espera que el sistema
estandarizado en este trabajo sea capaz de detectar hasta una ameba por muestra.®°2%

Aln con el acceso de gPCR con buena sensibilidad, este no pudo detectar la presencia de
Acanthamoeba en el liquido conservante A77, probablemente por la baja carga parasitaria de
este como consecuencia de la dilucion del parasito en dicho liquido. Si bien se pudo observar
un pequefio aumento en la fluorescencia de dicha muestra, esta se dio a un CT muy tardio,
mayor a 30, que era el limite para lecturas significativas del sistema segun la curva de
titulacion generada. El analisis de la curva de melting mostré una Tm similar a los controles

positivos; sin embargo, consideramos que la muestra fue negativa, centrandonos en el hecho de
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que el CT excede los limites considerados como 6ptimos para la lectura de resultados de PCR
en tiempo real. Esto muestra una region en la cual el método tendra limitaciones para distinguir
muestras positivas con cargas parasitarias muy bajas. Aqui es donde el método de cultivo
muestra sus caracteristicas de complementacién a las técnicas moleculares gracias a la
posibilidad de permitir el crecimiento y duplicacion del parasito, y por tanto, es la combinacion
de métodos la que potencia la capacidad de deteccion.

Por otra parte, es importante considerar que en los liquidos de LC de portadores asintomaticos
la carga parasitaria suele ser baja. Sin embargo, se espera que, en los casos de infeccion, las
muestras clinicas presenten mayor carga parasitaria, y aumenten el potencial de ser detectado
por gPCR. Con el objetivo de mejorar aun mas los limites de sensibilidad de las técnicas
moleculares, se podrian estandarizar en el futuro variaciones como PCR anidada o qPCR con
sondas marcadas; por ejemplo, las de tipo Tagman. Asimismo, es importante resaltar que los
datos laboratoriales siempre van de la mano con datos clinicos, por lo cual el criterio médico es
fundamental para el tratamiento en casos sospechosos de infeccion por este parasito.

Es probable que la gPCR no haya podido detectar el parasito en la muestra A77, por la baja
carga parasitaria que puede predisponer al efecto estocastico en el momento de la alicuota a ser
procesada para la extraccion de ADN. Si bien los métodos moleculares son altamente
especificos, tienen limitaciones como todos los métodos diagnoésticos, sobre todo cuando la
cantidad de ADN presente en la muestra es muy baja o se encuentra diluida en grandes
volimenes de liquido conservante.

La deteccion del gen humano como de la albdmina, la B-globina 0 GAPDH son ampliamente
utilizados como control interno en los sistemas de PCR. En este trabajo se estandarizé la
deteccién del gen GAPDH humano como control interno, la cual nos permitié validar las
muestras recolectadas para el estudio. Del mismo modo, la amplificacion de este gen podra ser
evaluada en las muestras de raspadura corneal, lo cual va a permitir informar a los médicos
sobre la calidad de las raspaduras corneales y, por lo tanto, optimizar la interpretacion de los
resultados emitidos. (162223

Contar con técnicas moleculares como la qPCR para la deteccion de Acanthamoeba a nivel
nacional permitird un diagnostico etiologico mas preciso para aquellos casos con sospecha de
QA. La gPCR presenta ventajas sobre el método de cultivo, ya que nos permite detectar el
parasito en dos dias teniendo en cuenta el tiempo de extraccion de ADN, la reaccion dura
aproximadamente 40 minutos y no se realiza una manipulacion posterior a la amplificacion;
por lo tanto, no se corre el riesgo de contaminacion por amplificaciones. Otra ventaja que

presenta es que permite estimar la carga parasitaria por medio de la curva de calibracion. En un
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futuro proximo esperamos que estas herramientas también puedan ser de utilidad en otras areas
como en el estudio de la prevalencia de este patdgeno en muestras ambientales o en otro tipo
de muestras clinicas, como en casos de patologias tan graves como la encefalitis amebiana
granulomatosa.

Como conclusion, se logré la estandarizacion de un sistema de qPCR para la deteccion de
Acanthamoeba a partir de muestras control. El sistema estandarizado presenta buena
sensibilidad y podra ser incorporado a los laboratorios que cuentan con acceso a equipos de
gPCR para un diagnostico rapido y maéas eficiente en casos de sospechas de QA.
Recomendamos el uso combinado de métodos moleculares y cultivo para aumentar la potencia

del diagnostico, sobre todo en muestras donde la carga parasitaria es muy baja.
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