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RESUMEN

Los parasitos intestinales constituyen un problema de salud puablica a nivel mundial; su
potencial para la produccion de diversas formas infecciosas y la adaptacion al medio
ambiente, determinan su capacidad de sobrevivir en microclimas hiamedos durante
periodos prolongados, representando asi una amenaza persistente para la salud,
contaminando el agua, el suelo y los alimentos. El aumento de la demanda de recursos
hidricos y alimenticios, incrementa la probabilidad de encontrar productos contaminados;
igualmente, el consumo de verduras crudas, con poca coccion y sin lavados adecuados
con el fin de retener el sabor natural, propiedades y nutrientes, se han convertido en
practicas que contribuyen a la infeccion oral por parasitos intestinales. Se han reportado
numerosos brotes de parasitosis transmitidas por el agua y los alimentos, sin embargo,
se deben realizar nuevos trabajos centrados en identificar la dinAmica, persistencia y
frecuencia de contaminacion del agua, frutas y verduras en diferentes regiones

geograficas.

El presente trabajo se enfocé en la deteccién molecular de cuatro parasitos principales y
actualmente, de los mas comunes a nivel mundial, encontrando unas prevalencias del
8% para Giardia duodenalis genotipo All, 22% para Toxoplasma gondii, 19% distribuidos
en tres subtipos (ST1, ST2, ST3) para Blastocystis spp. y 0% para Cryptosporidium spp.
en un total de 100 muestras de alimentos entre fresas, zanahoria, lechuga (variedad lisa
y crespa), apio, cilantro y cebolla larga comercializadas en Ibagué; estandarizando un
método de concentracion de quistes a partir de material vegetal y aportando nueva

informacion sobre la contaminacion parasitaria en alimentos.

Palabras clave: Blastocystis spp, Cryptosporidium spp, frutas, Giardia duodenalis,

hortalizas, parasitos intestinales, Toxoplasma gondii.



ABSTRACT

Intestinal parasites have been documented as a public health problem worldwide; its
potential for the production of a large number of infectious forms and adaptation to the
environment, determine its ability to survive in humid microclimates for prolonged periods,
representing a persistent threat to health, contaminating water, soil and food. The
increase in the demand for water and food resources increases the probability of finding
products contaminated with parasites; Likewise, the consumption of raw vegetables, with
little cooking and without adequate washes in order to retain the natural flavor, properties
and nutrients, have become practices that contribute to oral infection by intestinal
parasites. Numerous outbreaks of parasitic diseases transmitted by water and food have
been reported, however, new work should be carried out focused on identifying the
dynamics, persistence and frequency of contamination of water, fruits and vegetables in

different geographical regions.

The present work focused on the molecular detection of four parasites protagonists and
currently of the most common worldwide, finding prevalence’s of (8% belonging to
genotype All) for Giardia duodenalis, (22%) in Toxoplasma gondii, (19% distributed in
three subtypes (ST1, ST2, ST3)) for Blastocystis spp and (0%) for Cryptosporidium spp,
in a total of 100 samples between strawberries, carrots, lettuce (smooth variety and crisp),
celery, coriander and long onion marketed in lIbague; standardizing a method of
concentration of cysts from plant material and providing new information on parasitic

contamination in food.

Keywords: Intestinal parasites, vegetables, fruits, Giardia duodenalis, Toxoplasma
gondii, Blastocystis spp and Cryptosporidium spp.
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INTRODUCCION

La literatura internacional, muestra un aumento progresivo de los parésitos intestinales
como un problema de salud publica a nivel mundial; presentes en reservorios de origen
humano o animal y encontrandose en variedad de regiones tropicales y templadas. Los
parasitos son causantes de varias enfermedades, desde incomodas hasta debilitantes y
mortales; debido a sus multiples ciclos de vida y tamafios, resisten infectivamente por

largos periodos en el medio ambiente.

En frutas y vegetales de consumo fresco, se ha reportado la presencia de estos parasitos
aun en paises desarrollados, una tendencia que se mantiene debido a la contaminacion,
las falencias en seguridad alimentaria, el deficiente tratamiento de aguas residuales y el
crecimiento de la poblacion; el cual, es paralelo a la cantidad de residuos domésticos y

eliminacion de excretas que contaminan las quebradas, rios y lagunas.

La variabilidad de los agentes patdgenos, el porcentaje de contaminaciéon en los
vegetales y la diversidad de regiones afectadas, indican que se trata de un problema con
amplia distribucién geografica y afecta tanto a las zonas rurales como las metropolitanas,
poniendo en riesgo todos los dias la salud de cientos de personas (Tértora, 2003). A
pesar de ser un factor de riesgo, no hay un enfoque legislativo en cuanto a la
contaminacion parasitaria en verduras, frutas y otros vegetales para el consumo humanao,
lo cual puede reflejar un descuido en la cadena de produccion, en consecuencia, la
distribucién de alimentos previamente contaminados por la falta de normas de salud
sobre el tipo de fertilizantes, el riego, la manipulacion y el transporte (Falavigna et al.,
2005).

Al menos 20 especies de parasitos pueden contaminar los vegetales, entre las cuales se
destacan: Giardia spp, Cryptosporidium spp, Entamoeba spp, Cyclospora cayetanensis,
Toxoplasma gondii, Blastocystis spp, Balantidium coli, Ascaris spp, Toxocara spp,

Hymenolepis spp, Taenia spp, oxiuros, uncinarias y tricocéfalos. Por estas razones, los
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investigadores han dedicado esfuerzos en el estudio tanto de la biologia, como en
herramientas que mejoren el diagndstico, la comprension de las infecciones, dinamicas
de transmision y tratamiento de dichos parasitos en los eslabones de sus cadenas

epidemiologicas.

La humanidad se encuentra actualmente enfrentada a seis desafios globales: 1) Los
efectos del cambio climatico, 2) la preservacion de los recursos hidricos, 3) la seguridad
alimentaria, 4) el surgimiento de nuevas enfermedades infecciosas, 5) la pérdida de
biodiversidad y 6) la sustitucion de los combustibles fésiles por nuevas fuentes de
energia (The Royal Society, 2011); teniendo en cuenta estos desafios, en diversos
paises, las investigaciones demuestran que la calidad del agua para consumo humano
y animal esta disminuyendo por efectos de contaminacion con sustancias toxicas,
insecticidas, metales pesados, microorganismos y parasitos causantes de enfermedad
en humanos y animales domésticos. Estas aguas, en muchos casos sin tratamiento, son
utilizadas para el riego de extensos cultivos de frutas y hortalizas entre las cuales se
destacan: espinacas, cilantro, lechugas, zanahorias, pepinos, rabanos, tomates, perejil,
moras, puerro, cebolla larga, berro, albahaca, hojas de mostaza, brotes de frijol mongo,
repollo, pimiento verde, yerba buena, col blanca, col roja, mejorana, coliflor, fresas,

eneldo y apio (Dixon, 2016).

El consumo de hortalizas y vegetales aumenta, por ser estos la mayor fuente de
vitaminas A, B, C y K, fibra y de minerales como calcio, magnesio, potasio, hierro y beta-
caroteno, asi mismo, estan presentes compuestos fitoquimicos con funcién antioxidante
y antiinflamatoria que reducen las enfermedades cardiovasculares y poseen efectos
antitumorales, (Slavin & Lloyd, 2012; Poiroux et al., 2010). Al ser consumidos crudos,
estos vegetales pueden estar contaminados con quistes y huevos de parasitos, algunos
de ellos potencialmente patdégenos, lo que constituye un riesgo para la salud humana,

generando brotes de la Enfermedad diarreica aguda (EDA).

Comprender la complejidad del problema de la contaminacién microbiana de los

vegetales y tener conciencia de su importancia es el primer paso para lograr una alta
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calidad en los productos horticolas. Aun con los avances tecnoldgicos, no es posible
eliminar el riesgo en forma total, por lo que es necesario establecer medidas para
reducirlo. Es preferible, mas efectivo y econémico, prevenir la contaminacion microbiana
en las frutas y hortalizas que eliminarla una vez que tiene lugar (Matthews, 2008; CAC,
2003; FAO, 2006).

Durante los ultimos 15 afios se han desarrollado métodos moleculares para la deteccién
y caracterizacion de los parasitos basados en la amplificacion de regiones de ADN como
la subunidad 16S rDNA, 18S rDNA, ITS-1, ITS-2, B1, Beta-Giardina, Triosafosfato
isomerasa, Glutamato deshidrogenasa, CP8, entre otros. Este seria uno de los primeros
trabajos en Colombia y el primero en el departamento del Tolima sobre deteccion
molecular y caracterizacién directa de parasitos en frutas y hortalizas de consumo fresco,
para desarrollar a mediano plazo métodos de control de calidad en estos alimentos de

consumo interno o de exportacion.

El presente trabajo se enfoco en la busqueda de cuatro parasitos principales, de los mas
comunes actualmente a nivel mundial: Giardia duodenalis, Toxoplasma gondi,
Blastocystis spp y Cryptosporidium spp en un total de 100 muestras de fresas, zanahoria,
lechuga (variedad lisa y crespa), apio, cilantro y cebolla larga comercializadas en Ibagué,
estandarizando un método para concentracién de quistes en hortalizas y realizando la

caracterizacion molecular a cada muestra positiva.
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1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Giardia duodenalis, Blastocystis spp, Toxoplasma gondii y
Cryptosporidium spp en hortalizas comercializadas en el casco urbano de la ciudad de

Ibagué.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.2.1. Estandarizar una metodologia para la concentracion y obtencién de quistes de

pardasitos viables a partir de material vegetal.

1.2.2. Detectar a través de métodos moleculares los parasitos Giardia duodenalis,
Toxoplasma gondii, Blastocystis spp. y Cryptosporidium spp. en 100 muestras de

hortalizas seleccionadas en diferentes puntos de la ciudad.
1.2.3. Identificar los genotipos de Giardia duodenalis y subtipos de Blastocystis spp,

presentes en las muestras positivas de fresas, zanahorias, lechugas (variedad crespa y

lisa), apio, cilantro, y cebolla larga previamente procesadas.

14



2. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

2.1. PARASITOS EN FRUTAS Y HORTALIZAS

2.1.1. Generalidades. Los parasitos intestinales tienen una distribucion geografica
mundial principalmente en la region tropical y subtropical. Ocupan un papel relevante en
la salud publica por los elevados indices de prevalencia y las implicaciones clinicas y
sociales que conllevan (Rea 2004). Entre las vias de infeccion para el ser humano, una
de las principales es la oral. Se considera que el agua y los alimentos contaminados
sirven de vehiculo a las fases exdgenas de los parasitos, como los huevos, las larvas de
los helmintos y los quistes de los protozoos (Quevedo, 1980; OMS, 1986). Entre esos
transmisores pasivos figuran las verduras que se consumen crudas. La importancia de
este eslabon en la cadena de transmision epidemiolégica es aun desconocida en varias
regiones. Adicionalmente, la facilidad de la contaminacion, la falta de saneamiento y las
politicas estructurales de vigilancia de las enfermedades parasitarias contribuyen a esta

situacion.

La infeccién alimentaria por protozoos y helmintos transmitidos por la ingestion de
vegetales que se comen crudos, es uno de los factores que conducen a la propagacion
de estas enfermedades. Este aumento se debe a varios factores, entre ellos la expansion
del comercio internacional de productos, los cambios en los habitos alimenticios, el
consumo fuera del hogar de comidas rapidas y preparadas con anterioridad y el
crecimiento desordenado de la poblacion en centros urbanos, donde no siempre hay
disponibilidad de agua potable, mal tratamiento de aguas residuales y desechos sélidos
como consecuencia del crecimiento poblacional acelerado (Capuano, 2002; Kéaferstein,
1999; Falavigna et al., 2005).

Varios estudios indican la importancia de la contaminacion por parasitos en los vegetales,
debido a que el consumo de frutas y hortalizas frescas es parte importante de una dieta
saludable, desde el punto de vista microbiol6gico son alimentos comparativamente de

menor riesgo que las carnes y los productos lacteos. Sin embargo, al ser consumidos sin
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ningun tipo de coccion, son potencialmente peligrosos en caso de que exista
contaminacion (Silva, 2005; FAO, 2003; Matthews, 2008).

El agua contaminada por materia fecal de origen humano, a menudo es utilizada para el
riego de jardines y la contaminacién de los alimentos por manipuladores infectados
también puede ser una de las causas de contaminacion de vegetales (Faria, 1987; Silva,
2005). En los ultimos afios se ha detectado un mayor numero de enfermedades
transmitidas por frutas y hortalizas contaminadas, la informacion disponible muestra que
es un problema que crece en importancia. Los riesgos biolégicos asociados a los
productos horticolas estan relacionados con las malas practicas de produccion, como el
empleo de agua de riego contaminada, el uso de desechos bioldgicos sélidos como
fertilizante sin tratamiento o con tratamiento inapropiado, la presencia de animales en las
areas de cultivo, la proximidad a zonas de acumulacion de aguas albafales o soélidos
organicos, una inadecuada higiene de las instalaciones, entre otros (Hernandez, 2010;
Struelens et al., 2011; Salomon, 2008).

Diversos estudios describen contaminacion con parasitos y comensales en una variedad
de hortalizas que se consumen crudas. Entre los principales contaminantes se
encuentran: Entamoeba histolytica / Entamoeba dispar, Blastocystis hominis, Giardia
lamblia, Cryptosporidium spp., Endolimax nana, Entamoeba coli, Hymenolepis nana,
Fasciola hepatica, Strongyloides stercoralis, anquilostomideos, Ascaris lumbricoides,
Trichuris trichiura, Enterobius vermicularis, Toxocara canis, Taenia spp, Trichostrongylus
spp., Toxoplasma gondii, &caros, insectos, larvas de nematodos y protozoarios de vida
libre (Castro et al., 1995; Coaguila, 1993; Coelho, 2001; Daryani, 2008; Erdogrul, 2005;
Guimaraes, 2003; Mesquita, 1999; Oliveira et al., 1992a,b; Soares, 2006; Takayanagui,
2001, 2006; ).

2.1.2. Prevalencia de parasitosis intestinales

2.1.2.1. A nivel mundial: La Organizacion Mundial de la Salud — OMS estim6 que en el

afio 2001 habia 3500 millones de personas infectadas por parasitos y de ellos
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aproximadamente 450 millones padecian enfermedad parasitaria y de ésta la mayor
proporcion correspondia a la poblacion infantil (Espinosa et al., 2011). Asi mismo la OMS
reporta que aproximadamente 1500 millones de personas, casi el 24% de la poblacién
mundial, estd infectada por geohelmintos y la OPS estima que la prevalencia de
geohelmintiasis en los paises de América Latina y el Caribe es mayor del 20% de la
poblacién y esta proporcion puede llegar hasta 90% en las zonas con mas bajos recursos
(RMETD, 2011; OMS, 2015). Se ha estimado que el 10% de la poblacion mundial alberga
el 70% de la infeccibn por geohelmintos, de tal manera que muchos hospederos
humanos tienen pocos parasitos y unos pocos hospederos muchos parasitos (RMETD,
2011).

Las principales fuentes de infeccion para contraer pardsitos intestinales son los
alimentos, vegetales, tierra y manos o ufias sucias, carencia de condiciones de
saneamiento basicas y malos habitos de higiene personal (Tan, 2008). De igual manera,
la presencia, persistencia y diseminacion de los parasitos intestinales también se
relacionan en forma directa con factores ambientales, socioeconémicos y culturales
predisponentes (Stensvold, 2013). Por ejemplo, la ascaridiasis es considerada un
indicador bioldgico del estado de salud y desarrollo global de una region (Agudelo et al.,
2008; Stensvold, 2006; Mandell, 2009; Kobayashi, 2006).

2.1.2.2. En Colombia: La primera encuesta nacional que mostré la prevalencia de
parasitos intestinales fue realizada entre los afios 1965 y 1966, en esta, se encontré que
el 88% de la poblacion colombiana estaba parasitada y de esta cifra el 80%
correspondian a parasitos patdogenos. Posteriormente, se realizé el Estudio Nacional de
Salud que comprendié el periodo entre mayo de 1977 y noviembre de 1980, donde la
prevalencia global encontrada fue del 81,8% y de ellos un 63,6% correspondian a
parasitos patdégenos (Corredor, 2000). Desde entonces, se han realizado diferentes
estudios de forma aislada con poblacion general, poblacién indigena y/o nifios en los

cuales se ha buscado establecer frecuencias de parasitismo a escala local.
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En poblacion general, evaluando muestras de materia fecal procesadas por coproldgico
directo y coproldgico por concentracion con la técnica de Ritchie modificado, un estudio
publicado en el 2013 en Medellin-Antioquia con 309 personas reveld que 230 (74,4%)
estaban parasitadas y de ellas el 30,7% eran debidas a infecciones por patégenos
intestinales (Cardona, 3013); otro estudio utilizando las mismas técnicas de diagnéstico
en el corregimiento de Loma Arena-Bolivar en 2004 con 382 voluntarios encontro que el
92% (352 personas) presentaba algun pardsito intestinal patégeno (Agudelo et al., 2008);
y finalmente un estudio realizado entre 1996 y 1998 soélo empleando la técnica de
concentracion de Ritchie en el municipio Arboleda-Narifio reporté 145 (67.7%) casos

positivos de parasitismo intestinal (Sanzéon, 1999).

En nifios y adolescentes, se han realizado diferentes estudios en Colombia, analizando
muestras de materia fecal por coprologico directo y coproldgico por concentracién con la
técnica de Ritchie. Para el departamento de Antioquia entre los afios 1996 y 1998,
Arboleda y colaboradores, determinaron la frecuencia de parasitos intestinales en 420
nifios escolarizados del municipio de Apartad6 entre los 2 'y 10 afios de edad encontrando
gue el 80% (336) de los infantes evaluados tenian algun parasito intestinal y de estos el
93,5% eran patogenos (Arboleda et al., 2004). Luego en Medellin se realizaron dos
estudios: el primero en 1999 con 960 niflos entre 6 y 18 afios, donde se reportaron
frecuencias del 50,7% para alguna parasitosis intestinal, y de ellas 28,8% para
potenciales patégenos (Agudelo et al., 1999), y el segundo en el afio 2007 con 58 nifios
entre 4 y 15 afos, con frecuencias del 91,3% para alguna parasitosis intestinal y de éstos

88,9% con algun patégeno.

En Colombia se han realizado otros estudios de parasitismo intestinal, dentro de los
cuales se destacan el estudio sobre deficiencias nutricionales y prevalencia de
poliparasitismo en la poblacion infantil (Castro, 1998) y un estudio de prevalencia de
geohelmintos en el municipio de La Virgen, Cundinamarca (Fernandez et al., 2007). La
historia natural de las parasitosis ha evolucionado de forma paralela a la de sus
huéspedes, debido a que las modificaciones y cambios realizados en el hombre y su

entorno modifican la prevalencia de ellas en una poblacion; se ha determinado que estas
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infecciones se asocian a factores como pobreza, inadecuada sanidad ambiental y
precarios e improvisados servicios de salud (W.H.O, 2006). Es por ello que estos
parasitos intestinales son considerados el principal problema de salud publica para
algunos paises en via de desarrollo (Mandell, 2009; Sturrock et al., 2009).

Figura 1. Prevalencia de protozoos patégenos intestinales. Encuesta Nacional de

Parasitismo Intestinal en Poblacién Escolar, Colombia 2012 — 2014.

Fuente: Valderrama (2013)
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2.2. GIARDIA DUODENALIS

Llamado Giardia duodenalis, Giardia intestinalis o Lamblia intestinalis. Es un protozoo
flagelado, perteneciente al filo Metamonada. Descubierta en 1681 por Antonie van
Leeuwenhoek en sus propias heces; es uno de los enteroparasitos encontrados con mas
frecuencia en el mundo occidental. Es parasito de varios mamiferos, incluyendo el ser
humano. Vive en el intestino delgado y provoca una patologia denominada giardiosis,
giardiasis o lambliasis, cuando son ingeridos con el agua o los alimentos contaminados,

o por las manos sucias (Korman & Deckelbaum, 1993).

2.2.1. Morfologia: Giardia duodenalis presenta dos formas morfolégicas: el trofozoito o
forma movil y el quiste, una forma méas pequefia que resiste las condiciones
medioambientales adversas (Figura 2). La forma maovil se encuentra como parasito en el
tubo digestivo del hombre y la forma de resistencia (quiste) es expulsada en la materia
fecal y se encuentra en el medio ambiente (Gassman & Schwartzbrod, 1991). El
trofozoito tiene una forma muy caracteristica, tiene simetria bilateral, es periforme, con
un extremo anterior ancho y un extremo posterior sumamente delgado (Romero, 1993).
En la parte anterior o mas alta tiene una estructura llamada disco suctor, que le permite
adherirse al epitelio intestinal, con una parte central rigida llamada axolema o axostilo,
que tiene como funcién servir de esqueleto (Tay, 1993). Es anaerobio aerotolerante,
heterétrofo y se multiplica por fision binaria longitudinal cada 9 a 12 horas (Piekarsky,
1989). Tiene forma de pera, mide de 9 a 21 micras (um) de largo y de 5 a 15 um de
ancho y su espesor es de 2 a 4 um; presenta dos nucleos colocados en la parte anterior,
un disco ventral convexo en la mitad anterior, con el que se adhiere a la mucosa

intestinal, y cuatro pares de flagelos que participan en la locomocion (INST, 2015).

Los quistes presentan una estructura ovalada, con paredes finas y un tamafio de 11-14
pm de longitud, de 7-10 ym de ancho y de 0,3-0,5 ym de espesor (INST, 2015). Tiene
como caracter fundamental ser la fase de resistencia que le permite vivir en el medio
ambiente, esta caracteristica es gracias a la pared gruesa llamada pared quistica. En el

interior de su citoplasma contiene nucleos, los quistes maduros tienen cuatro y los
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inmaduros dos, tiene restos de flagelos y a veces de cuerpos parabasales (Romero,
1993).

Figura 2. Estados morfologicos de Giardia duodenalis: A) Forma vegetativa movil,

parasita el intestino delgado (Trofozoito). B) forma de vida libre e infectante (Quiste).

.\."
'l ,‘ "
Fuente: phil.cdc.gov
2.2.2. Taxonomia
Tabla 1. Clasificacion taxondmica de Giardia duodenalis
Reino Protista
Subreino Excavata
Filo Metamonada
Clase Fornicata
Orden Diplomonadida
Suborden Giardiina
Género Giardia
Especie G. duodenalis (Sin. G. intestinalis, G.

lamblia) Kunstler, 1882
Fuente: Alcaraz (2001)
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2.2.3. Ciclo biolégico

Figura 3. Ciclo de vida de Giardia duodenalis.

Agua, comida, manos o fomibes
contaminades con quistes infectantas

Lo trofozoitos también se
excretan en las heces pero
no sobraviven en el ambienbe.

A: Estadio infeciante
A\ = Estadio diagnéstica

\ | "-'I:I"_’.

| A
\ Trofozoito \ e

Fuente: www.cdc.gov

1). Los quistes son formas resistentes responsables de la transmision de la
giardiasis. Los quistes y trofozoitos se encuentran en las heces (estadio diagndéstico). 2)
Los quistes son muy resistentes y sobreviven por varios meses en agua fria. La infeccion
ocurre por la ingestion de quistes en agua y alimentos contaminados, o por la ruta fecal-

oral en las manos o fomites). 3) En el intestino delgado, la eclosion libera a los trofozoitos
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(cada quiste produce dos trofozoitos). 4) Los trofozoitos se multiplican longitudinalmente
por fision binaria, permaneciendo en el lumen del intestino delgado proximal donde
pueden estar libres o adheridos a la mucosa por el disco de succién ventral. 5) El
enquistamiento ocurre cuando el parasito transita hacia el colon. El estadio de quiste se

encuentra mas comunmente en las heces no diarreicas y/o con moco (CDC, 2019).

2.2.4. Epidemiologia: Esta parasitosis es de distribucion cosmopolita. Su frecuencia varia
de acuerdo al nivel educativo de la gente y de las condiciones sanitarias y climatolégicas
de cada region. De este modo se presenta mas en nifios que en adultos, y en regiones
tropicales que en zonas frias. La infeccion se adquiere por via oral mediante la ingesta
de alimentos y bebidas contaminadas con quistes de G. lamblia. La prevalencia de la
giardiasis varia entre el 1% y el 60% segun la regidn. Se estima que unos 200 millones
de seres humanos son infectados anualmente por este parasito (Tay, 1993). La giardiasis
es considerada la infeccidn por parasitos mas comun que afecta a los humanos en el
mundo (Kucik, 2004).

2.2.4.1. Manifestaciones clinicas: La mayor parte de las veces, la infeccion por G.
duodenalis permanece asintomética, situacibn mas comun en adultos que en nifios
(Romero, 1993). La forma sintomética se puede presentar con duodenitis, caracterizada
por dolor abdominal tipo célico y diarrea. Las heces fecales son muy olorosas ya que
cuando hay un problema de defecto de absorcion, el trabajo de desintegracién bacteriano
hace que se torne este olor. También puede originar nausea y acompafarse de anorexia,

palidez y pérdida de peso (Biagi, 1988).

2.2.4.2. Diagnostico: Se realiza al observar los parasitos al microscopio, mediante
estudios coproparasitoscépicos. No existen métodos seroldgicos ni de cultivo Gtiles en la
practica. La excrecion de quistes no es permanente ni constante, eso quiere decir que
dos o tres examenes negativos no descartan que el individuo tenga giardiasis, por lo que
se recomienda se estudien tres muestras 0 mas. Los trofozoitos los podemos buscar en
un individuo que tenga diarrea, en un examen en fresco. Los quistes pueden ser

concentrados mediante procesos de flotacion o sedimentacion (Marquardt, 1985). La otra
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posibilidad es hacer un estudio de contenido duodenal para llegar hasta el habitat del
parasito, sacar un poco de material que ahi se encuentre y verlo al microscopio. Para
esto, se utiliza una capsula de Beal, que es una capsula de gelatina con un hilo de nylon
y de algoddn en su interior (Romero, 1993). El hilo se traga en ayunas, se le deja todo el
dia y se le pide al paciente que camine y que se acueste un rato del lado derecho para
ayudar asi a que llegue al duodeno. 4 o 5 horas después se extrae el hilo que se ha
pegado a la mejilla del paciente, si el liquido es amarillo verdoso es que llegd al duodeno.
Se exprime y el material se lleva al microscopio. En un examen directo en fresco se ve
la presencia de trofozoitos. La otra posibilidad es el sondeo duodenal, donde se introduce
una sonda para sacar contenido duodenal y observarlo ante el microscopio buscando la

presencia de trofozoitos (Biagi, 1988).

2.2.4.3. Tratamiento: las posibilidades de tratamiento son furazolidona, tinidazol,
metronidazol y secnidazol. La profilaxis se encamina hacia el manejo adecuado de las
excretas, con el fin de no ingerir materia fecal con quistes de G. duodenalis evitando asi

esta parasitosis (Romero, 1993).

2.2.5. Genotipos de Giardia duodenalis: Giardia es considerada como un complejo de
especies, cuyos miembros muestran variaciones muy ligeras en su morfologia, y se
pueden agrupar en siete grupos genéticos diferentes asignados con las letras A a la G
basados en polimorfismos en sus proteinas y ADN. Entre los siete genotipos, solo el Ay
el B han sido encontrados en humanos y en otros hospederos mamiferos, mientras que
los genotipos C al G parecen ser especificos de hospederos (Tabla 2). La carencia de
caracteristicas morfolégicas para discriminar las variantes dentro de Giardia spp. ha
limitado el entendimiento de la taxonomia, epidemiologia e impacto en la salud publica
de este género de importancia clinica. Las herramientas moleculares han causado un
enorme impacto en el conocimiento de la naturaleza de la variacion de este parasito
(Savioli, 2006).
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Tabla 2. Los 7 genotipos de Giardia duodenalis y su distribucion en hospederos

mamiferos.

Genotipo Hospedero

Humanos, primates no humanos, ganado bovino,
A equinos, caninos, felinos, conejillo de indias,

ciervos de cola blanca, venados, alces, hurones

B Humanos, primates no humanos, ganado bovino,
equinos, caninos, coyotes, ratas almizcleras,

castores

C,D Perros, gatos, coyotes, lobos

E Bovinos, ovinos, caprinos, bufalos de agua, muflon

Gatos

Ratas

Fuente: Caccio & Sprong, 2010

Giardia duodenalis no es una especie uniforme, es considerada como un complejo de
especies genéticamente divergentes entre ellas; estas agrupaciones genéticas estan
distribuidas a través de una amplia geografia y son genéticamente conservadas. Los
aislados de Giardia duodenalis a partir de heces humanas pertenecen principalmente a
dos genotipos conocidos como A y B los cuales estdn ampliamente distribuidos
geograficamente. El genotipo A posee dos subgrupos principales: Al se ha encontrado
principalmente en aislados de animales y humanos cercanamente relacionados, este
subgrupo esta generalizado a través de la geografia y su presencia demuestra el
potencial zoondtico de G. duodenalis, el segundo subgrupo All, ha sido aislado
principalmente de humanos. El genotipo B, con los dos subgrupos Il y IV se presenta de

igual manera en el hombre (Thompson, 2004).

2.3. BLASTOCYSTIS SPP
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Blastocystis spp es un microorganismo cuya clasificacion es discutida; habitualmente se
conoce como perteneciente al Phylum protozoa, pero algunas caracteristicas
moleculares sugieren su ubicacién en el phylum heterokontophyta, del reino chromista
(Ho et al., 2000; Cavalier, 1998). Se ha descrito como responsable de una enfermedad
llamada blastocistosis, la cual es considerada una zoonosis con reportes de casos en
ratas, aves, cerdos y vacunos. Se encuentra ampliamente distribuido y es uno de los
parasitos intestinales mas frecuentes en humanos (Cavalier, 1998; Tan, 2008),
actualmente es considerado un pardsito emergente oportunista de importancia en la

salud publica internacional (Stensvold, 2013; Wawrzyniak et al., 2013).

Figura 4. Blastocystis spp forma vacuolar: A). Observacion en fresco. B). Tincién de

yodo. C). Tincién Ziehl-Neelsen.
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Fuente: www.mcdinternational.org

2.3.1. Morfologia: EI organismo demuestra marcada variabilidad morfologica y mide
entre 5 a 40 micrometros (Figura 4). Carece de pared celular, pero contiene mitocondria,
aparato de Golgi, reticulo endoplasmico liso y rugoso. Su reproduccion es usualmente
por fision binaria y crece en cultivos bajo condiciones anaerobicas (Stenzel, 1996).
Estudios ultraestructurales recientes indican que existen una serie de variantes
morfoldgicas de Blastocystis, en las que al parecer la forma de presentacion depende
del medio ambiente (Boreham, 1993; Stenzel, 1991). Factores fisicos como cambios
osmoticos, la presencia de ciertas drogas, y el status metabdlico pueden influenciar la

morfologia del organismo in vivo e in vitro (Stenzel, 1996).

26



o Formas multivacuolar y avacuolar: La morfologia de Blastocystis presente en materia
fecal humana fresca puede diferir significativamente de las presentes en cultivos
(Zierdt, 1991; Dunn, 1989) en contraposicion a la gran vacuola Unica presente en
células de cultivo, multiples vacuolas de diferentes tamafios son frecuentemente
halladas en células de material fecal. Algunos reportes han descrito esta forma de
Blastocystis como la presentacion del organismo en el intestino del hospedero
humano (Figura 5) (Zierdt, 1976; Narkewicz, 1989).

o Forma ameboide: El estadio ameboide es observado mas frecuentemente en cultivos
viejos o luego de la administracion de antibiéticos (Zierdt, 1991).

o Forma quistica: La forma quistica de Blastocystis probablemente confiera resistencia
al medio externo como es el caso de varios protozoarios, aunque no ha sido

confirmado experimentalmente (Stenzel, 1996).

Figura 5. Estados morfolégicos de Blastocystis spp. V: Forma vacuolar: Una gran
vacuola central con variacion en su tamafio. G: Formas granulares: Con granulos
distintos que llenan el cuerpo central. A. Forma ameboide: con pseudopodos

caracteristicos y C: formas quisticas (infectantes).

Fuente: https://upload.commonsBlastocystis_hominis_Valzn.jpg
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2.3.2. Taxonomia: La historia del organismo refleja la dificultad de definir su posicion
taxonomica. El estudio ultraestructural de Zierdt et al. (1967) confirié la primera evidencia
indiscutible de que el organismo no era una levadura o un hongo, como previamente fue
sugerido por Alexeieff (1911) y Brumpt (1912) ni tampoco los quistes de otro organismo
como Trichomonas sp. como fue propuesto por Bensen (1909), Bone y Prowaseck
(1908), Haughwout (1918) y James (1914). Ultraestructuralmente, la célula de
Blastocystis presenta caracteristicas similares a los organismos del reino Protista
(Protozoarios): presenta uno o0 mas nucleos, complejo de golgi y organelas mitocondria-
semejantes (Boreham, 1993). Fisiolégicamente, no logra crecer en medios para hongos
y no son eliminados por agentes antifungicos como anfotericina B (Dunn, 1991).
Blastocystis es un anaerobio estricto y es sensible al oxigeno y a cambios en la tonicidad
del entorno (Brumpt, 1912). Agentes antibacterianos como ampicilina, estreptomicina y
gentamicina no parecen afectar adversamente el crecimiento de Blastocystis mientras

varios antiprotozoarios parecen inhibir su crecimiento in vitro (Dunn, 1991; Zierdt, 1983).

En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto la preponderancia del andlisis genético
por sobre los criterios estructurales y fisioldgicos en la clasificacion taxonomica
(Silberman, 1993). Recientes investigaciones basadas en el estudio filogenético del ARN
de la subunidad pequefia ribosomal, posicionan a Blastocystis como el Unico parasito
descrito en humanos perteneciente al reino Stramenopila o Chromista, el cual incluye a
las algas marrones y diatomeas (Silberman, 1993) y en un consenso publicado en 2007
se uniformiza la informacion de los subtipos descritos previamente concluyéndose la
existencia de 9 subtipos y proponiéndose la eliminaciéon del término “Blastocystis
hominis” dando paso a utilizarse el término Blastocystis sp. seguido de un subtipo del 1
al 9 en toda muestra aislada de aves y mamiferos (Stensvold, 2007). Dicho cambio en la
nomenclatura obedece a la baja especificidad del germen por su hospedero lo que hace
inadecuada la nomenclatura relacionada a un solo hospedero (en este caso el hombre:
hominis) y en vista de la creciente evidencia a favor de la probable existencia de dos o
mas especies de Blastocystis (Stensvold, 2007; Noel et al., 2005). El término “subtipo”
reemplaza a otros términos aparecidos en literatura en lengua inglesa tales como (Clado,

subgrupo, cluster) (Silberman, 1993).
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Tabla 3. Clasificacion taxonomica de Blastocystis spp.

Reino Chromista
Subreino Harosa
Infrareino Halvaria
Superfilo Heterokonta o Stramenopiles
Filo Bigyra
Subfilo Opalozoa
Clase Blastocystea
Orden Blastocystida
Familia Blastocystidae
Género Blastocystis Alexieff, 1911

Fuente: Cavalier-Smith (1998)

2.3.3. Ciclo biologico. La literatura refiere las formas quisticas como mecanismo de
resistencia para el protozoo Blastocystis spp., tanto los seres humanos como los
animales son infectados por quistes fecales que al ingresar al intestino grueso cambian
su forma quistica a vacuolar. A su vez, han sido descritas estructuras vacuolares,
ameboides y granulares como formas comunes en las preparaciones parasitologicas de
rutina. Algunos investigadores consideran que uno de los principales focos infecciosos
esta constituido por los animales, especialmente aquellos con los que el ser humano
tiene contacto frecuente. A pesar de estas evidencias, el ciclo bioldgico de este agente
no es claro, aunque en la literatura han sido descritos los ciclos infectivo y autoinfectivo.
En cualquiera de los casos (figura 6), la forma resistente (vacuolar) alcanza transito
intestinal y alli adquiere una estructura multivacuolar que da origen al prequiste, el cual
alcanza estados de maduracién a través de ciclos de reproduccién conocidos como
esquizogonia; luego de esta division es liberado un quiste de pared delgada vy fragil, de
donde se origina la ruptura de la pared del quiste. La via de transmision de este parasito
es oro-fecal. El ciclo comienza cuando el hospedero, ingiere alimentos o agua

contaminada con quistes infectantes de pared gruesa de Blastocystis spp. Al pasar por
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el tracto digestivo, se desenquistan en el estbmago, gracias a la accion de las enzimas
y de los acidos gastricos. En el intestino se observa una forma avacuolar sin envoltura o
cubierta celular que al pasar por el intestino y situarse en las células epiteliales se
transforma en la forma multivacuolar (Parija, 2013).

Figura 6. Ciclo de vida de Blastocystis spp. (modificado). Sus Diecisiete subtipos (ST) y
los respectivos hospederos intermediarios.
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Fuente: Tan (2004)

2.3.4. Epidemiologia: Blastocystis spp, es catalogado como un parasito de distribucion
mundial, se asocia en un 60% en zonas tropicales y subtropicales y mas frecuentemente
en paises en via de desarrollo, diseminandose en el consumo de alimentos y aguas
contaminadas con heces, convirtiéndose en un foco de infeccion (Dominguez, 2003;
Perales, 2010). Este parasito se encuentra en frecuencias similares en pacientes
sintomaticos y asintomaticos, tiene una gran prevalencia entre los pacientes sintomaticos

gue estan ubicados en viviendas con mal saneamiento ambiental y los rangos de
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prevalencia van desde un 30-50% en paises en desarrollo y 1, 5-10% en paises

desarrollados (Zaman, 1999).

Aunque en algunos estudios indican baja prevalencia en el Antiguo Continente, datos
epidemiologicos han demostrado que esta tendencia no se mantiene en paises como
Indonesia (60%), Filipinas (40,7%) y Egipto (33%) (Tan, 2008). En Latinoamérica, se ha
evidenciado Blastocystis spp. con una frecuencia de 61,6% en pacientes adultos
sintométicos, a diferencia de los asintomaticos en los que se encontr6é un 41,6%. En Peru
un estudio en nifios de 5 a 13 aflos demostré su presencia en un 92,3% de los
participantes con sintomatologia digestiva; ademas se ha identificado como agente
causal en un 51,6% en poblaciones indigenas infantiles (Perales, 2010). Un estudio
realizado en Venezuela se encontrd que el 95,7% de la poblacién esta parasitada, con
predominio del protozoo Blastocystis spp, con un porcentaje cercano al 66,7%. Lo
anterior posiblemente por las condiciones socio demogréficas de la poblacion en estudio,
lo que no les resta importancia a los datos, si se consideran variables sociales como
desplazamiento, viajes etc., que permitirian la proliferacion masiva del paréasito (Alger,
1997). En Colombia la prevalencia fluctia de 0,8% a 88,0% en diferentes poblaciones,
(estudios entre 2002 a 2009 y 2010 a 2014) (Chandramathi et al., 2012).

2.3.5. Implicaciones clinicas de los subtipos de Blastocystis spp. En la figura 4 se
describen los diferentes subtipos y sus hospederos intermediarios y definitivos, podemos
encontrar como subtipos propios del hombre, los subtipos 3y 9, los subtipos 1, 2,5y 8
se pueden observar en el hombre y mamiferos (primates, cerdos, ganado vacuno y
porcino), al igual que el subtipo 4 que se encuentra en humanos y roedores y los subtipos
6, 7, 8 se encuentran en poblaciones que conviven con aves. Es propio de los
marsupiales los subtipos 12,13 y 16, en elefantes el subtipo 11, en jirafas y ganado
vacuno los subtipos 10, 12, 14 y 15, en roedores el subtipo 17 y en los primates no
humanos los subtipos 10, 13, 14 y 15. (Wawrzyniak, 2011). La variabilidad de las cepas,
y de su virulencia, puede explicar las diferencias en patogenicidad (Dominguez, 2003).

Algunos autores resaltan que existen dos tamafos de forma vacuolar (dependiente del
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subtipo) pequefa y grande, esta Ultima se encuentra relacionada con la sintomatologia

de los pacientes (Marrugan, 1993).

Estudios realizados sobre el rol patogénico de este microorganismo clasifican a los
portadores en dos grupos: sintomaticos y asintomaticos; los datos obtenidos no son tan
claros, ya que no se conoce el tiempo del estado portador. Blastocystis spp, se ha
evidenciado en pacientes con sintomas gastrointestinales, diarrea, dolor abdominal,
flatulencia, vomito, estrefiimiento, fatiga, colitis, nauseas, distension abdominal, pero

también en pacientes asintomaticos (Coyle et al., 2012).

2.3.6. Rol patogénico: Existe una gran controversia sobre Blastocystis spp, si es
patégeno o un comensal, diferentes estudios realizados con ratas y gallinas demuestran
la patogenicidad de este microorganismo y evidencian varios genotipos de Blastocystis
spp. (Iguchi, 2003).

Estudios experimentales demostraron por medio de la Microscopia electrénica de barrido
caracteristicas de Blastocystis spp, se evidenciaron dos caracteristicas en la estructura
de este microorganismo uno con capa superficial gruesa y una delgada. En el 2008, se
evidenciaron las caracteristicas vacuolares en muestras de aislamientos sintométicos,
estas presentaban una caracteristica particular, la superficie era mas rugosa que las

muestras aisladas de los asintomaticos (Awatif, 2013).

En un estudio realizado sobre los cambios morfoldgicos de Blastocystis spp. aislados de
pacientes sintomaticos y asintomaticos, permiti6 observar mediante microscopia
electronica de transmision diversos morfotipos: distribuidos segun el grupo de la
siguiente manera, en ambos grupos se encontré en mayor proporcion la forma vacuolar,
en los aislados de los pacientes asintomaticos se encontré la forma granular y aunque
ésta se observd también en los aislados de pacientes sintomaticos no tuvo la misma
frecuencia. Sin embargo, lo mas relevante de esta investigacién fue que se pudo definir
dos tipos de formas ameboides, las cuales sélo fueron encontradas en los pacientes

sintomaticos, éstas formas eran irregulares y polimorficas con pseuddpodos, pero se
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diferenciaban entre si por el tamafio y ubicacion de sus vacuolas, el primero presentaba
una gran vacuola central llena de granulos pequefios electrodensos y con actividad a
nivel de los &cidos nucleicos y el segundo revelé multiples vacuolas dentro de un cuerpo
central, con un citoplasma que contenia filamentos de granulos electrodensos que se
asemejaban al reticulo endoplasmico rugoso, lo que les permitié sugerir que presentaba
una activa sintesis de proteinas. La superficie de la forma ameboide que rodeaba el
parasito mostro un grosor desigual. Lo anterior permitio a los investigadores concluir que
la forma ameboide podria ser un indicador de la patogenicidad de Blastocystis spp, o
contribuir a la patogenicidad y ser la responsable de los sintomas que se observan en
los pacientes (Tan, 2009; 2006).

En un estudio descriptivo se sefiala como factor de virulencia a los inhibidores de la
proteasa, la cisteina proteasa se caracteriza por presentar residuos de cisteina y tener
efectos citopaticos en células hospederas, causando la degradacién de las proteinas de
la matriz extracelular. Sin embargo, la totalidad de los factores de virulencia de este
protozoo todavia no estan claros (Sio et al., 2006; Tan 2006).

Las caracteristicas genéticas se evidenciaron por medio de la prueba PCR
de Blastocystis spp. de muestras de animales como cerdos y vacas, la prueba
confirmatoria se realizé a través del andlisis de los polimorfismos en la longitud de los
fragmentos de restriccion 6 RFLP por sus siglas en inglés, evidenciandose que, en las
muestras examinadas, los subtipos de Blastocystis spp. presentes, eran de origen
zoon@tico, esto corrobora la presencia de este microorganismo en diversos animales,

siendo asi un foco infeccioso para humanos y otros animales (Sio et al., 2006).

2.4. TOXOPLASMA GONDII

Toxoplasma gondiies un coccidio tisular intracelular obligado, de distribucién
cosmopolita, del Phylum Apicomplexa. Se estima que infecta de manera crénica
aproximadamente a un tercio de la poblacion humana y la prevalencia de infeccion oscila

entre 10% - 90%, con una mayor incidencia en areas tropicales con condiciones
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ambientales y culturales que favorecen la transmision; es una zoonosis de relevancia,
puede infectar casi a cualquier mamifero de sangre caliente, terrestres, acuaticos y aves.
Los felinos son los hospederos definitivos. La infeccion primaria es asintomética en un
90% de los casos, y habitualmente deja inmunidad no estéril a lo largo de la vida del
hospedero. La infeccion puede asociarse a severas complicaciones en los principales
grupos en riesgo: Sujetos inmunocomprometidos, mujeres embarazadas, fetos y recién
nacidos, pacientes con toxoplasmosis congénita asintomética (Pittman & Knoll, 2015;
Dzib-Paredes et al., 2016).

Figura 7. Formas de Toxoplasma gondii. A). Taquizoitos B). Quiste C) Bradizoito. D).

Ooquiste esporulado.
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Fuente: https://toxoplasmosisyperfildetorch.wordpress.com/
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2.4.1. Morfologia: Existen tres estadios infecciosos de T. gondii (Figura 7) para todos los
hospederos: esporozoitos (en ooquistes esporulados como forma resistente al medio
ambiente), taquizoitos (individualmente o en grupos y con multiplicacién rapida) y
bradizoitos (en quistes tisulares y con multiplicacién lenta) (Dubey & Lappin, 1998).

o Ooquiste y esporozoito: Los ooquistes sin esporular son subesféricos a esféricos y
miden de 10 a 12 um de diametro, mientras que los esporulados son subesféricos a
elipsoidales y miden de 11 a 13 pm de diametro. Cada ooquiste esporulado contiene
dos esporoquistes elipsoidales de 6 a 8 um y cada uno de estos contiene cuatro
esporozoitos en su interior. Los esporozoitos miden 2 x 6-8 um con un nucleo
subterminal y presentan abundantes micronemas, roptrias, granulos de amilopectina
y lipidos. El nimero de lipidos es superior al presente en los taquizoitos y bradizoitos
(Jones & Dubey, 2010).

o Taquizoito: Miden aproximadamente 2 x 6 um y tienen forma de media luna, con un
extremo anterior conoidal y un extremo posterior redondeado. En su estructura
contienen diversas organelas como mitocondrias, complejo de Golgi, ribosomas,
roptrias, reticulo endoplasmatico rugoso y liso, cuerpos de inclusion, pelicula
protectora, microtibulos subpeliculares, anillos apicales, anillos polares, conoide,
micronemas, microporo, granulos densos, granulos de amilopectina (a veces
ausentes) y apicoplasto. El nacleo esté situado hacia el area central de la célula y
contiene agregados de cromatina y un nucleolo central (Dubey, 2010).

o Bradizoito: Se encuentran dentro de los quistes tisulares de diverso tamafio. Los
quistes pequefios (jovenes) miden 5 pum de didmetro y contienen sélo dos bradizoitos,
y los quistes grandes (viejos) contienen cientos de organismos en su interior. Los
quistes tisulares en cerebro son esferoidales, de hasta 70 um de didmetro, mientras
gue los intramusculares son elongados y de hasta 100 um de largo. La pared elastica
y delgada encierra cientos de bradizoitos con forma de media luna, cada uno de
aproximadamente 7 x 1.5 um de tamafio (Jones & Dubey, 2010). La estructura del
bradizoito difiere levemente del taquizoito; sin embargo, a diferencia del esporozoito
y del taquizoito, este carece de lipidos y el nimero de roptrias y granulos densos es

inferior, mientras que el nimero de micronemas y granulos de amilopectina es
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superior. Los bradizoitos son mas delgados, tienen un nucleo posterior y son menos

susceptibles a la destruccion por enzimas proteoliticas (Dubey, 2010).

2.4.2. Taxonomia:

La clasificacion inicial del género Toxoplasma se basé en el tipo de hospedero. Asi se
tuvo nueve especies: T. alencari, T. bahiensis, T. brumpti, T. colubri, T. gondii, T.
hammondi, T. pardalis, T. ranae y T. serpai. Luego, en los afios 30 se observo que los
ciclos biolégicos y las caracteristicas inmunoldgicas de todas estas especies eran
idénticos, por lo que se les agrup6 bajo una misma especie: T. gondii (Gomez, 2004). T.
gondii se incluye dentro del Phylum Apicomplexa, Clase Sporozoea, Subclase Coccidia,
Orden Eucoccidida, Suborden Eimeriina, Familia Sarcocystidae y Subfamilia

Toxoplasmatinae (Petersen & Dubey, 2001).

Tabla 4. Taxonomia de Toxoplasma gondii.

Dominio Eucariota
Reino Protista
Super grupo SAR o Harosa
Super filo Alveolata
Filo Apicomplexa
Clase Sporozoasida
Subclase Coccidiasina
Orden Eimeriorina
Familia Toxoplasmatidae
Género Toxoplasma
Especie Toxoplasma gondii

(Nicolle & Manceaux, 1908)
Fuente: Tomado de Bahia-Olivera, Gomez-Marin, & Shapiro (2017)
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2.4.3. Ciclo biolégico. El ciclo biologico comprende tres fases (Figura 8): la enteroepitelial
(en hospederos definitivos), la extraintestinal (en hospederos intermediarios y definitivos)

y la esporogdnica, que ocurre en el medio ambiente (Dubey, 2010).

Los félidos domésticos y salvajes son los hospederos definitivos. En ellos se llevan a
cabo las etapas sexuales y asexuales del ciclo biolégico de T. gondii, por lo que
constituyen también los principales reservorios. Los gatos se infectan habitualmente al
ingerir carne contaminada de aves y roedores con quistes tisulares, y con poca
frecuencia a través de ingesta de ooquistes. Los félidos infectados (una gran mayoria
asintométicos) pueden eliminar hasta 1 millén de ooquistes/dia, no esporulados, 7 - 15
dias después de la exposicion. En el transcurso de dias a semanas, los ooquistes
esporulan en un medio ambiente adecuado (calido, con humedad); en jardines, cajas de
arena, pueden permanecer infectantes durante meses. En el humano y multiples
hospederos intermediarios (mamiferos, aves y otros animales de sangre caliente),
después de la ingesta de quistes con bradizoitos u ooquistes con esporozoitos, los
parasitos invaden las células de la mucosa del tracto digestivo, se diferencian
a taquizoitos y se multiplican localmente antes de diseminarse por via sanguinea o

linfatica a otros 6rganos.

Invaden de manera activa casi cualquier célula, con la formacién de una vacuola
parasitéfora a partir de la membrana citopldsmica del hospedero.
Después de unos ciclos de multiplicacién rapida (por endodiogenia) y lisis de las células
invadidas, en 6érganos inmunoprivilegiados (muasculo, corazon, cerebro, retina, testiculos,
entre otros), los taquizoitos se diferencian en bradizoitos dentro de las vacuolas
parasitarias, y estas se convierten en quistes intracelulares que pueden permanecer
latentes mientras la respuesta inmune permanezca estable (Mercier & Cesbron-Delauw
2015).

Los ooquistes sobreviven en el medio ambiente durante meses y son resistentes a
desinfectantes, congelacion y desecacion. Temperaturas de 70 °C o mayores los

destruyen.
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Figura 8. Ciclo de vida de Toxoplasma gondii.

A = Infective Stage
A = Diagnastic Stage

Fuente: www.cdc.gov

2.4.4. Caracterizacion Molecular: T. gondii es un parasito inusual debido a su amplia
gama de hospederos y por ser una sola especie en el género. Antes del desarrollo de
marcadores genéticos se realizaron numerosos estudios en ratones para agrupar los
aislados de T. gondii segun su patogenicidad. Durante los afios 80 y 90 se desarrollaron
meétodos para el reconocimiento de las diferencias genéticas entre los aislados de T.
gondii procedentes de humanos y animales (Darde et al., 2007), clasificandolos en tres
linajes o tipos genéticos (I, Il, 1ll), donde los aislados del tipo | pueden ser 100% letales
para ratones, independientemente de la dosis, mientras que los tipos Il y Il son

generalmente avirulentos para esta especie (Pena et al., 2006).

El genoma de T. gondii es haploide con un total de 14 cromosomas, compuesto por 7793
genesy 63 495 144 pares de bases (Khan et al., 2007).
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2.4.5. Distribucion geografica: Recientemente, cientificos norteamericanos analizaron
muestras de ADN de T. gondii encontradas alrededor del mundo, concluyendo que todas
las cepas son descendientes de un antepasado comun que existio hace 10 millones de
afios y que dio origen a cuatro grupos: dos en Sudamérica, uno en Norteamérica y uno
de distribucion mundial. Hace aproximadamente un millébn de afios, la materia genética
de estos cuatro grupos antiguos fue redistribuida entre 11 grupos de T. gondii, los que a
su vez dieron origen a las 46 cepas conocidas en la actualidad (Rosenthal, 2008). La
infeccion por T. gondii en el ser humano y en los animales se encuentra ampliamente
distribuida (Dubey, 2010). Se estima que el 60% de la poblacion humana mundial
presenta titulos de anticuerpos contra T. gondii (Pappas et al., 2009). En Estados Unidos
y Gran Bretafia se estima una seroprevalencia entre 16 y 40% y en Europa y
Latinoamérica entre 50 a 80% (Barriga, 1997). En Cuba se encontrd una prevalencia de
25 a 30% en los afios 70, mientras que en la actualidad oscila entre 50 a 75%, de acuerdo

al &rea geografica, inmunodiagnostico empleado y edad (Entrena, 2011).

2.4.6. Manifestaciones clinicas: La toxoplasmosis clinica felina es poco frecuente, no
obstante, su presentacion se ha descrito de forma intestinal, encefalica y ocular, asi como
generalizada. También puede estar asociada con la terapia glucocorticoide (Dubey &
Lappin, 2000) y con infecciones concomitantes como Bartonella spp, virus de
inmunodeficiencia felina (VIF), virus de la leucemia felina (VLFe) causantes de
inmunosupresion (Dorny et al., 2002) y virus de la peritonitis infecciosa felina (PIF)
(Dubey y Lappin, 2000). Los signos clinicos generales en los gatos con toxoplasmosis
incluyen fiebre alta (40.0 a 41.7 °C) (Lindsay et al., 1997) e intermitente, pérdida de peso,
letargia (Dubey & Lappin, 2000), emaciacion (Salant & Spira, 2004) y anorexia. Cuando
existe compromiso respiratorio, la disnea, polipnea (Dubey, 2010), estornudos y la

descarga nasal (Salant & Spira, 2004) son los signos mas evidentes.

En el compromiso digestivo se pueden presentar diarreas, principalmente en gatos
jovenes (Acha & Szyfres, 2003), ictericia y dolor a la palpacion abdominal atribuibles a la
hepatitis, pancreatitis (Dubey, 2010) y a la colangiohepatitis, asi como vomitos y

abdomen abultado por la hepatomegalia y la ascitis (Dubey & Lappin, 2000). Al existir
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compromiso neuronal, los hallazgos sefialan hipotermia, ceguera parcial o total, aumento
en el comportamiento de afecto, estupor, falta de coordinacion, llanto atipico, contraccion
auditiva, movimientos en circulos, torticolis, cabeza como flotando, convulsiones (Dubey,
2010), paralisis (Salant & Spira, 2004); asi como somnolencia prolongada, llanto continuo
por la encefalitis, hiperestesia a la palpacion muscular, rigidez a la marcha, cojera y déficit
neuroldégico (Dubey & Lappin, 2000). Ademas, dolor en las articulaciones y debilidad
atribuible a la inflamacién periarticular. En gatos infectados por T. gondii con compromiso
ocular, se pueden encontrar midriasis, anisocoria, hifema y reflejo pupilar lento a la luz
(Dubey, 2010).

2.5. CRYPTOSPORIDIUM SPP.

2.5.1. Generalidades: Cryptosporidium es  un género de protistas parasitos del
filo Apicomplexa al que se le asocia con una enfermedad
llamada criptosporidiosis diarreica en seres humanos. Cryptosporidium es capaz de
completar su ciclo vital dentro de un unico anfitrion, puesto que los quistes se excretan
en las heces y son susceptibles de transmisibn a un nuevo anfitrion.
La criptosporidiosis es tipicamente una enfermedad aguda de corta duracion, pero la
infeccion puede ser grave y continuada en nifios y en pacientes inmunocomprometidos.
El parasito se transmite en el medio ambiente mediante quistes resistentes (ooquistes)
gue, una vez ingeridos, desenquistan en el intestino delgado y dan lugar a la infeccion

de los tejidos epiteliales intestinales (Romero, 1993).

El género Cryptosporidium, constituido por diversas especies, puede causar infeccion
gastrointestinal en una amplia variedad de mamiferos, incluido el hombre. Est4 asociado
a morbilidad y mortalidad significativas tanto en paises desarrollados como
subdesarrollados (Caccio, 2005). El ooquiste, su estadio infectivo, se elimina en grandes
cantidades con las heces del hospedador. Su resistencia a condiciones adversas y a los
tratamientos de potabilizacién del agua permiten su diseminacién y persistencia en el
ambiente (Smith, 2005).
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Cryptosporidium produce diarreas de intensidad y duracion variables en funcién de
factores inherentes al hospedador (edad, estado inmunolégico) y al parasito (dosis
infectiva, fuente de infeccion, vida media de los ooquistes) (Smith, 2007). En humanos
inmunocompetentes se presenta un cuadro de diarrea acuosa y voluminosa con moco,
sin sangre ni leucocitos, tras una semana de incubacion. También se han informado
infecciones asintomaticas (Fayer, 2008). La duraciéon del cuadro clinico es de
aproximadamente 12 dias y la eliminacion de ooquistes, que suele ser intermitente,
puede persistir aun en la etapa de convalecencia (Chappell et al., 1996). En sujetos
inmunocomprometidos, sobre todo en pacientes con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA), ocasiona cuadros clinicos mas graves y duraderos que en las personas
inmunolégicamente sanas (Méndez et al.,, 1994). Las manifestaciones clinicas
dependeran basicamente del recuento de linfocitos T CD4+/ mm3 (Chen, 2002). En estos
pacientes se pueden presentar formas clinicas infrecuentes de criptosporidiosis
extraintestinal (Dunand et al.,1997; Hunter et al., 2002; Morpeth, 2006).

Los terneros menores de 30 dias constituyen una de las principales fuentes de
contaminacion ambiental con ooquistes de Cryptosporidium parvum, la principal especie
zoonotica del género (Tzipori, 2002). Este parasito ha emergido como uno de los
enteropatégenos mas importantes asociados con diarrea neonatal bovina junto con
rotavirus, coronavirus, Escherichia coli y Salmonella spp. La infeccion puede ser
asintomatica o cursar con cuadros clinicos de variada intensidad que van desde la
diarrea difusa e intermitente hasta la diarrea acuosa profusa con deshidratacion
concomitante (Garcia et al., 2000). Hasta el momento no existe quimioterapia totalmente
eficaz para la diarrea producida por Cryptosporidium (Caccio, 2006). A pesar de los
numerosos intentos de la industria farmacéutica en desarrollar un antiparasitario efectivo
contra Cryptosporidium, la infeccion gastrointestinal y sus consecuencias clinicas
contintan siendo un importante problema en materia de salud publica, sobre todo en los

paises subdesarrollados.
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2.5.2. Taxonomia:

Tabla 5. Taxonomia de Cryptosporidium spp.

Reino Protista
Super filo Alveolata
Filo Apicomplexa
Clase Conoidasida
Subclase Coccidiasina
Orden Eucoccidiorida
Suberorden Eimeriorina
Familia Cryptosporidiidae
Género Cryptosporidium
Especie Cryptosporidium spp

(Nicolle & Manceaux, 1908)
Fuente: Tomado de Fayer (2009)

2.5.3. Morfologia: La forma diagndstica en materia fecal de Cryptosporidium corresponde
a la forma de Ooquiste, que aparece como una estructura esférica o ligeramente ovoidal
gue mide de 4 a 6 micras de diametro (Figura 9). Cuando se observa con microscopia
de contraste de fases se ve que posee una doble pared y una estructura interna formada
por 4 esporozoitos vermiformes y cuerpos residuales que no son claramente visibles.
Pueden observarse varios tipos de ooquistes: ooquistes no esporulados y ooquistes
esporulados, en los cuales en muchos casos es posible observar los esporozoitos como
lineas transversales claras y el cuerpo residual como una mancha oscura excéntrica

cuando estan tefiidos con Ziehl-Neelsen modificado (Tay, 1993).
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Figura 9. Morfologia de Cryptosporidium spp. A). Ooquistes B). En epitelio de vesicula.
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Fuente: http://www.facmed.unam.mx

2.5.4. Epidemiologia: Las especies del género Cryptosporidium son de distribucion
cosmopolita. El principal mecanismo de infeccion es la ingestion de ooquistes
esporulados por contacto directo o indirecto con el hospedador. Este género presenta
caracteristicas epidemioldgicas particulares: la dosis infectiva es baja (1 a 10 ooquistes),
los ooquistes no requieren maduracion exdégena una vez eliminados, presentan notable
resistencia frente a condiciones adversas y se dispersan en el ambiente con la
consecuente contaminacion del agua destinada al consumo humano (Basualdo et al.,
2000).

El género Cryptosporidium afecta a todas las especies de mamiferos, peces, reptiles y
aves (Fayer, 2004). Las especies de Cryptosporidium relacionadas con formas
endémicas y epidémicas de la infeccién son C. hominis y C. parvum. Estas especies son
responsables del 90% de los casos de criptosporidiosis en humanos (Caccio, 2006). C.
parvum es considerada la especie con mayor potencial zoondtico del género, y los
terneros no destetados su principal reservorio (Smith, 2005; Xiao, 2009). La presencia
de Cryptosporidium spp. en la materia fecal de terneros ha sido estudiada en distintos
lugares del mundo. Se han establecido prevalencias que oscilan entre 0,9% y 100%
(Castro et al., 2002; Del Coco, 2008; Quilez et al., 1996; Uga et al., 2000; Wade, 2000).

Estos animales han sido identificados como agentes causales de brotes de
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criptosporidiosis transmitida por consumo de agua y alimentos contaminados (Caccio,
2006).
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3. METODOLOGIA

3.1. AREA DE ESTUDIO

El muestreo de material vegetal (hortalizas y frutas de consumo humano) se realizé en
la cuidad de Ibagué (casco urbano), capital del departamento del Tolima (Figura 10),
localizada a 1285 metros sobre el nivel del mar con una temperatura media de 24°C. Su
area municipal cubre 1498 Kmz los cuales se distribuyen en una zona montafiosa que se
extiende por la cordillera central y una amplia zona plana conocida como la meseta de
Ibagué. El area municipal se encuentra regada por los rios Alvarado, Cocora, Coello,
Toche, Tochecito, ademas de otras corrientes menores. lbagué cuenta con una
poblacién de 450.785 habitantes; el 2,41% pertenece al area urbana y 97,59% al area
rural. El area urbana esta dividida en 13 comunas y 445 barrios (WEB - Alcaldia Municipal
de Ibagué, 2019).

Figura 10. Ubicacion geografica, area de estudio, cuidad Ibagué — Tolima, Colombia.

Fuente: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/1/19/Colombia
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3.2. SELECCION DE PUNTOS DE MUESTREO

Para el muestreo de material vegetal, se escogieron trece de los puntos de venta mas
populares distribuidos en plazas de mercado, supermercados de cadena y tiendas fruver
de la cuidad de Ibagué (Tabla 6). Posteriormente, se realizé la compra de un total de 100
muestras entre frutas y hortalizas frescas vendidas en cada localidad; a partir del 18 de
enero del 2017 hasta el 3 de junio del 2018. Con el fin de obtener muestras cultivadas

en periodos climéticos variables.

Tabla 6. Puntos de muestreo de material vegetal — Casco urbano, ciudad de Ibagué.

Fecha de recoleccion Localidad Ubicacion
1 18/01/17 Plaza de la 21 Cra. 4 #21-94
2 9/03/17 Super inter 37 Calle 37 Carrera 5 Esq.
3 10/09/17 Supermercado Exito Cra. 5 #8060
4 5/12/17 Plaza de la 14 Cl. 14 #1-6
5 27/12/17 Super. Mercacentro n° 4 Av. Guabinal #6053
6 18/01/18 Fruver la Granja 40 Cra. 5 #40-42
7 31/01/18 Supermercado Popular Cl. 17 #5-1
8 7/02/18 Supermercado Metro Calle 19 N° 3 - 52
9 14/02/18 Fruver Boquerén Calle 20 # 22 a sur - 135
10 27/03/18 Plaza de la 28 Cra. 4 #28a-72
11 26/04/18 Supermercado Olimpica Av. Ambala #45-2
12 8/05/18 Surti plaza salado Cra. 9 #111
13 22/05/18 Plaza del Jardin Cl. 99 #5-56
14 24/05/18 Plaza de la 14 Cl. 14 #1-6
15 3/06/18 Plaza de la 21 Cra. 4 #21-94

Fuente: Autor.
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3.2.1. Obtencion de la muestra: Se colectaron un total de 100 muestras, distribuidas en
7 vegetales que se caracterizan por su mayor consumo y comercializacion en la cuidad;
lechuga (variedad lisa y crespa), apio, cebolla larga, zanahoria, cilantro y fresas. La toma
se realizé en 15 visitas a los lugares establecidos para el muestreo del material vegetal
(Tabla 6). En los 13 puntos de muestreo (Figura 11), se tomaron 500 g de cada una de
las 7 hortalizas; estos productos se encontraban en perfecto estado macroscopico al
momento del muestreo. Cada producto se empacd en las bolsas entregadas por el
vendedor o supermercado para evitar el contacto entre las mismas, y fueron llevadas al
laboratorio de parasitologia tropical de la Universidad del Tolima (LIPT). Posteriormente,
cada muestra se paso a una bolsa de cierre hermético estéril, las cuales se marcaron
con el numero consecutivo de estudio y se diligencié el formato de recoleccion en el cual
se tiene informacion pertinente al sitio de muestreo, fecha, hora y resultados obtenidos
(Anexo A).

Figura 11. Ubicacién de los 13 puntos de muestreo — Casco urbano cuidad de Ibagué.

- CO 1baaql 12
4
W 11 *
Ibagué z 5 L 13
8.8 z0n L 2 @ 3 s

L 17

Fuente: Google Maps (Maodificado por autor)
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3.3. CONTROLES POSITIVOS

Siendo el objetivo general determinar la presencia de 4 especies de parasitos en
hortalizas por medio de métodos moleculares; fue necesario obtener ADN de buena
calidad como control positivo para cada uno de los procedimientos del trabajo.

Para los parasitos Blastocystis spp. y Giardia duodenalis, se realizé un convenio con el
laboratorio clinico Naizir, quienes entregaron muestras coprolédgicas con diagnéstico de
microscopia positivo para los dos parasitos, estas fueron recogidas y almacenadas a 4°C
hasta su posterior concentracion y extraccion de acidos nucleicos en el laboratorio. El
trabajo con las muestras donadas por el laboratorio se realizé con el consentimiento

informado por parte de los pacientes directamente relacionados (Anexo B).

El ADN de Toxoplasma empleado como control positivo fue la cepa RH de T. gondii a
una concentracion de 1pg/uL, la cual fue donada por parte del Doctor Ricardo Wagner
Almeida Vitor del departamento de parasitologia de la Universidad Federal de Minas
Gerais (UFMG) de Brasil y el grupo de parasitologia (SLRN) del Instituto nacional de

salud - Bogota.

Finalmente, el control positivo empleado para Cryptosporidium spp. (ADN), fue donado
por el laboratorio de Estudio en Parasitologia y Micologia Molecular (GEPAMOL) de la

universidad del Quindio - Armenia.

3.4. CONCENTRACION DE QUISTES A PARTIR DE MATERIAL VEGETAL

Para garantizar la eficiencia de las metodologias y obtener la mayor cantidad de quistes
viables, la concentracion de los mismos se llevé a cabo de la siguiente manera:
Inicialmente, se tomaron las bolsas estériles que contenian el material vegetal, y se les
agregdb 200 ml de agua desionizada, fueron agitadas manualmente por 10 min,
asegurandose de impregnar toda la muestra con el agua estéril, seguido a esto, se dejan
las bolsas en un shaker por 15 min en agitacion constante. Posteriormente, se rescatan

los 200 ml de agua producto del lavado de las hortalizas, pasandola a tubos falcon de 50
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ml, a través de una gasa sencilla para limpiar la muestra de particulas grandes o
suciedad. Finalmente se centrifugan los tubos a 4000 rpm por 3 min, con el fin de
descartar sobrenadantes y reunir el sedimento en un solo falcon. Este sedimento fue
empleado para la concentracion de quistes utilizando el método de flotacion con Sulfato

de Zinc, modificado (Faust et al., 1938) descrito en el Anexo C.

3.5. PREPARACION DE MUESTRAS PARA EXTRACCION DE ACIDOS NUCLEICOS

3.5.1. Lavado y ruptura de quistes: una vez finalizada la concentracion de quistes por el
método de flotacion de Faust es necesario realizar un lavado a las muestras, debido al
sulfato de zinc, el cual puede interferir en el protocolo de extraccion y posterior deteccion
molecular, debido al exceso de sales. Asi mismo, debido a la gruesa pared quistica, con
capas filamentosas y membranosas que le brindan la capacidad de resistir a condiciones
medioambientales, es necesario realizar una previa ruptura de los quistes. Estos dos

procedimientos se realizaron bajo las siguientes condiciones:

o Lavado:
1. Centrifugar el pellet resultado de la flotacion de Faust, por 5 minutos a 14000 rpm
y eliminar el sobrenadante.
2. Resuspender en 500 pl de H20dd y centrifugar por 5 minutos a 14000 rpm.

Eliminar el sobrenadante. (Repetir este paso dos veces).

o Ruptura por choque térmico:
1. Resuspender el pellet en 100 pl de buffer de lisis (EDTA, NaCl, H20d, SDS).
2. Someter la muestra a tres ciclos, de congelamiento en nitrdgeno liquido y

descongelamiento en bafio de Maria a 65 °C.

3.5.2. Digestion enzimatica: Posterior a la ruptura y lisis de quistes, se adiciona a la
muestra 200 pl de H20dd (Volumen final 300 pl), y se realiza la digestién con proteinasa
K a una concentracion de trabajo de 200 pug/ml (stock 20 pg/pl). Poner en digestion a 37

°C durante toda la noche o incubando a 56°C durante 1 hora.
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3.5.3. Extraccion y purificacion de ADN: La extraccion se realizé con solventes organicos
aplicando el método Fenol - Cloroformo - Alcohol Isoamilico (FCAI) a un volumen de 300
pl (Anexo D). La purificacion, realizando una digestion con ribonucleasa A (50 pg/ml)
durante 1 hora a 37°C y repitiendo el procedimiento de extraccion (FCAI) (Sambrook,
1989).

3.6. DETECCION MOLECULAR

3.6.1. Giardia duodenalis: Para la deteccion de este parasito a partir del DNA extraido de
las muestras, se llevé a cabo la amplificacion del gen B-giardina (831 pb) mediante una
PCR semianidada. En la primera reaccion se amplifica un fragmento de 753 pb del gen
de la B-giardina utilizando el iniciador G7 y G759. En la segunda reaccién de PCR se
amplifica un fragmento de 384 pb del mismo gen utilizando los iniciadores G376 y G759
(Tabla 7), (Caccio et al., 2002).

Tabla 7. Primers para deteccion de Giardia duodenalis.

Primera Primers Secuencia (5'- 3’)
ronda Primer F G7 AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC
PrimerR G759 GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC
Segunda Primer F G376 AACGACGCCGCGGCTCTCAGGAA
ronda Primer R G759 GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC

Fuente: Caccio et al. (2002)

Tabla 8. Mezcla de reaccién para PCR de Giardia duodenalis.

Reactivo Concentracion  Volumen (ul)
Buffer 10x 1X 2
MgCl, 1,5mM 1,2
dNTP’s 200 pM 1,6
Primer 1 20 pmol 0,8
Primer 2 20 pmol 0,8
Taq - Polimerasa 1U 0,1
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Reactivo Concentracion  Volumen (ul)
H.O - 11,5
ADN 2

Fuente: Autor — LIPT

Tabla 9. Perfil térmico para PCR de Giardia duodenalis.

Ciclo Temperatura Tiempo
1 95°C 5 min
2 94°C 30 seg
3 65°C 30 seg
4 72°C 60 seg
5 35 ciclos desde el paso 2
6 72°C 7 min
7 4°C o0

Fuente: Autor - LIPT

3.6.1.1. PCR-RFLP - genotipos de Giardia duodenalis. Los productos de PCR fueron
sometidos a digestion, para el diagnéstico de genotipos de Giardia duodenalis, utilizando
las enzimas de restriccion: Hae 1l (para el fragmento de 753pb) y Hha | (para el
fragmento de 384 pb). Esta se realizd con 10 pl de amplicon y buffer de la enzima en un
volumen final de 20 pl; la mezcla se dej6 en digestion a 37°C durante 4 horas (Caccio et
al., 2002).
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Figura 12. Fragmentos del gen de la B-giardina obtenidos al realizar el corte con las

endonucleasas de restriccion Hae Il y Hha 1.

Genotipo Tamafio del fragmento Enzima Tamafio de los fragmentos Perfil de las bandas
del gen amplificado (numero de esperados (pb) para el diagnéstico

sitios de de los genotipos (pb)
restriccion)

A Beta giardina 753 pb Hae lll (4) 202, 201, 150, 126, 74 200, 200, 150, 130

B Beta giardina 753 pb Hae lll (5) 202,176, 150, 117, 84, 24 200, 180, 150, 120, 80

Cc Beta giardina 753 pb Hae lll (6) 286, 150, 126, 102, 70, 15, 4 290, 150, 130, 100, 70

D Beta giardina 753 pb Hae lll (3) 346, 286, 117, 4 350, 290, 120

Al Beta giardina 384 pb Hhal (3) 193, 104, 70, 17 190, 100, 70

All/AII Beta giardina 384 pb Hhal (3) 210, 70,70, 34 210, 70

Fuente: Rodriguez et al. (2014)

3.6.2. Blastocystis spp: Se realizé una caracterizacion molecular, con la amplificacion del
gen de la pequeia subunidad del ARN ribosomal (SSU-rDNA), como blanco para este
parasito segun la literatura. Para la PCR general de Blastocystis spp, se utilizaron los
primers disefiados y utilizados por Stensvold y colaboradores en el 2006, con un producto
esperado de 310 pb. En la caracterizacién genética por subtipos se usaron los primers

disefiados por Yoshikawa y colaboradores entre 1998 y 2004 (Yoshikawa et al., 2004).

Tabla 10. Primers para deteccion general de Blastocystis spp.

Primers Secuencia (5'- 3)
Primer F bl1400ForC GGAATCCTCTTAGAGGGACACTATACAT
Primer R bl1710RevC TTACTAAAATCCAAAGTGTTCATCGGAC
Fuente: Stensvold et al. (2006)

Tabla 11. Primers para caracterizacion de subtipos de Blastocystis spp.

_ _ Producto
Subtipo Primers Secuencia (5’- 3’)
esperado (pb)
1 Primer F SB83 GAAGGACTCTCTGACGATGA 351
Primer R GTCCAAATGAAAGGCAGC
2 Primer F SB340 TGTTCTTGTGTCTTCTCAGCTC 704
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Producto

Subtipo Primers Secuencia (5’- 3’)
esperado (pb)
Primer R TTCTTTCACACTCCCGTCAT

3 Primer F SB227 TAGGATTTGGTGTTTGGAGA 526
~ PrimerR TTAGAAGTGAAGGAGATGGAAG

4 Primer F  SB337 GTCTTTCCCTGTCTATTCTTGCA 487
~ PrimerR AATTCGGTCTGCTTCTTCTG

5 Primer F  SB336  GTGGGTAGAGGAAGGAAAACA 317
~ PrimerR AGAACAAGTCGATGAAGTGAGAT

6 Primer F SB332 GCATCCAGACTACTATCAACATT 338
~ PrimerR CCATTTTCAGACAACCACTTA

7 Primer F SB155 ATCAGCCTACAATCTCCTC 650
~ PrimerR ATCGCCACTTCTCCAAT

Fuente: Yoshikawa et al. (2004)

Tabla 12. Mezcla de reaccidon para PCR general y caracterizacion (subtipos) de
Blastocystis spp.

Reactivo Concentraciéon  Volumen (ul)
Buffer 10x 1X 2
KCI 750mM 0,25
MgCl, 25mM 1,2
dNTP’s 2,5mM 1,6
Primer 1 2,5uM 0,8
Primer 2 2,5uM 0,8
Taqg - Polimerasa 1U 0,1
H.O - 11,25
ADN 2

Fuente: Autor - LIPT
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Tabla 13. Perfil térmico para PCR general y subtipos de Blastocystis spp.

General Subtipos

Ciclo  Temperatura Tiempo Ciclo Temperatura  Tiempo
1 94°C 5 min 1 94°C 5 min
2 94°C 1 min 2 94°C 30 seg
3 60°C 1 min 3 57°C 30 seg
4 72°C 1 min 4 72°C 1 min
5 34 ciclos desde el paso 2 5 39 ciclos desde el paso 2
6 72°C 5 min 6 72°C 7 min
7 4°C 0 7 4°C o0

Fuente: Autor - LIPT

3.6.3. Toxoplasma gondii. Se realiz6 la deteccion por medio de una PCR anidada (n-
PCR), basada en el estudio original de Burg et al. (1989), modificado posteriormente por
Jones et al. (2000). Al realizar el analisis comparativo con la secuencia del gen Bl
encontrada en el GenBank (AF179871) por medio del programa MEGA V7.0.21 se
observé un nucleétido adicional (Citosina en la posicién 11 del primer). Los primers
anteriormente mencionados también fueron analizados con las herramientas
bioinforméticas Nucleotide BLAST, PCR Products y Primer-BLAST. EIl protocolo fue
ajustado en el laboratorio y se desarroll6 la deteccion para las muestras del estudio con
la combinacién de primers que arrojaron mejores resultados. Se espera un producto de
amplificacion de 127 pb en la primera reaccion (sélo se visualiza con buena cantidad de

ADN) y 97 pb para la segunda reaccion.

Tabla 14. Primers para deteccion de Toxoplasma gondii.

. Primers Secuencia (5'- 3’)
Primera
q Primer F Toxo N1 GGAACTGCATCCGTTCATGAG
ronda
Primer R Toxo C1 TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC
Primer F Toxo N2 TGCATAGGTTGCAGTCACTG
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Primers Secuencia (5'- 3’)

Primera Primer F Toxo N1 GGAACTGCATCCGTTCATGAG
ronda Primer R Toxo C1 TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC

Segunda Primer F Toxo N2 modificado TGCATAGGTTGCCAGTCACTG
ronda Primer R Toxo C2 GGCGACCAATCTGCGAATACA

Fuente: Jones et al. (2000). Modificado LIPT.

Tabla 15. Mezcla de reaccion para PCR de Toxoplasma gondii.

Reactivo Concentracién  Volumen (ul)

Buffer 10x 1X 2
MgCl, 1,5mM 1,2
dNTP’s 2,5mM 1,6
Primer 1 1uM 0,8
Primer 2 1uM 0,8
Taq - Polimerasa 1U 0,1
H20 - 11,5

ADN 2

Fuente: Autor — LIPT

Tabla 16. Perfil térmico para PCR de Toxoplasma gondii.

Primera ronda Segundaronda

Ciclo  Temperatura Tiempo Ciclo Temperatura  Tiempo
1 94°C 5 min 1 94°C 5 min
2 94°C 1 min 2 94°C 1 min
3 53°C 1 min 3 53°C 30 seg
4 72°C 1 min 4 72°C 30 seg
5 40 ciclos desde el paso 2 5 30 ciclos desde el paso 2
6 72°C 10 min 6 72°C 10 min
7 4°C o0 7 4°C o0

Fuente: Autor - LIPT
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3.6.4. Cryptosporidium spp. Se realizé la deteccion por medio de una PCR anidada (n-
PCR), con la amplificacion del gen HSP70 y un producto esperado en la segunda ronda
de 307 pb, basado en los primers del estudio de Rochelle et al. (1997). Las condiciones

del perfil térmico y la mezcla de reaccion se estandarizaron en el laboratorio.

Tabla 17. Primers para deteccion de Cryptosporidium spp.

Primera Primers Secuencia (5- 3’)
ronda Primer F cphsp2386 CTGTTGCTTATGGTGCTGCTG
Primer R cphsp2672  CCTCTTGGTGCTGGTGGAATA
Segunda Primer F HSP70Cryp ATGACATCATCTGAAGGTCC
ronda Primer R HSP70Crip TTAGTCGACCTCTTCAACAG

Fuente: Rochelle et al. (1997)

Tabla 18. Mezcla de reaccion para PCR de Cryptosporidium spp.

Reactivo Concentracion  Volumen (ul)

Buffer 10x 1X 2
MgCl, 3 mM 1,3
dNTP’s 0,2 mM 15
Primer 1 0,2 mM 0,8
Primer 2 0,2 mM 0,8
Taq - Polimerasa 1U 0,1
H.O 10,5

ADN 2

Fuente: Autor — LIPT
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Tabla 19. Perfil térmico para PCR de Cryptosporidium spp.

Ciclo Temperatura Tiempo
1 94°C 5 min
2 94°C 20 seg
3 58°C 45 seg
4 72°C 1 min
5 40 ciclos desde el paso 2
6 72°C 7 min
7 4°C %0

Fuente: Autor - LIPT

3.7. VISUALIZACION DE LOS PRODUCTOS DE PCR

Se realizaron los corridos con electroforesis de acrilamida al 6% (Anexo E). Se eligi
este tipo de gel por su alta sensibilidad para detectar los productos de PCR de las
muestras, debido a la baja cantidad de ADN detectado en material vegetal. Para ello,
5uL de los productos de reaccion de PCR para cada parasito se mezclaron con 1ul de
buffer de carga (6X); se separaron en gel de poliacrilamida al 6% en una solucién tampon
al 1X de tris-4cido borico-EDTA (TBE). Las condiciones de corrido fueron 80 voltios
durante 40 minutos y se realiz6 la tincion con nitrato de plata. Finalmente, se tomo
fotografia al gel resultante para el andlisis. El tamafio de los fragmentos fue determinado

utilizando marcador de peso molecular 1Kb plus DNA Ladder (Invitrogen).
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4. RESULTADOS

4.1. ESTANDARIZACION DE METODOLOGIAS

4.1.1. Concentracion de quistes a partir de material vegetal: Se logré estandarizar una
metodologia para obtener quistes viables, permitiendo asi detectar muestras positivas
en los 7 tipos de hortalizas muestreadas (Figura 13). Esta metodologia, se basé en
realizar lavados con agua estéril, tanto manuales como mecanicos que permitieran la
obtencion de los quistes presentes en la parte exterior de las hortalizas; posteriormente,
se reunio el sedimento obtenido por medio de centrifugacién en un solo tubo, pasandolo
previamente por una capa sencilla de gasa, con el fin de eliminar particulas grandes o
suciedad; dicho sedimento, fue empleado para la concentracion de quistes utilizando el
meétodo de flotacion con Sulfato de Zinc, modificado (Faust et al., 1938) descrito en el
Anexo C. Finalmente, el producto de la flotacion, se sometio a la extraccion de ADN y
fue empleado para cada una de las PCR estandarizadas en la deteccion de los cuatro

parasitos en estudio.

Figura 13. Representacién gréafica de muestras positivas por tipo de hortaliza (Sobre 100

muestras).

Prevalencia parasitaria por hortaliza

Hnegativas

m Cilantro
Lechuga lisa

® Fresas

® L echuga crespa
Apio

m Cebolla larga

m Zanahoria

Fuente: El autor.
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4.1.2. Estandarizacién de PCR: Se realiz6 un andlisis informéatico para cada uno de los
pares de primers usados en la deteccion molecular, con la herramienta “Nucleotide
Blast”, del sitio web: National Center for Biotechnology Information (NCBI) a través del

enlace:

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&
LINK_LOC=blasthome; encontrandose que los primers G7, G759, G376 presentan
61 secuencias parecidas (Giardia duodenalis), bl1400ForC — bl1710RevC con 105
(Blastocystis spp), N1, C1, N2, C2 con 66 (Toxoplasma gondi) y HSP70CrypFw -
HSP70CripRv con 72 (Cryptosporidium spp). La alta homologia en las secuencias fue el
criterio clave para escoger estos primers en las detecciones moleculares de cada
parasito en estudio (Anexo F). Posteriormente el perfil térmico usado por los autores para
cada uno de los pares de primers descritos anteriormente, se sometié a prueba
realizando modificaciones en temperaturas y numero de ciclos, estandarizandolo en el
Laboratorio de Investigaciones en Parasitologia Tropical, para mejorar la sensibilidad en
las pruebas (Plasmado en la metodologia).

4.2. DETECCION MOLECULAR EN HORTALIZAS Y FRUTAS

4.2.1. Deteccién general: Las 100 muestras obtenidas de material vegetal (Fresas, apio,
cebolla larga, cilantro, zanahoria, lechuga crespa y lisa), fueron sometidas a la extraccion
de acidos nucleicos y posteriormente a la PCR convencional, especifica de cada
parasito; obteniendo de ellas 49 muestras positivas y 51 negativas. En las muestras
positivas se detectd la presencia de Giardia duodenalis, Blastocystis spp. y Toxoplasma
gondii, encontrando una mayor prevalencia de Toxoplasma y en el caso de
Cryptosporidium spp. ninguna muestra positiva. Los porcentajes de presencia parasitaria

se observan en la figura 14.
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Figura 14. Representacion grafica de los valores obtenidos en la deteccion general
molecular de Toxoplasma gondii, Blastocystis spp, Giardia duodenalis y Cryptosporidium

spp (100 muestras de hortalizas y frutas).

Deteccion general en hortalizas

m Toxoplasma
m Blastocystis
u Giardia

m Negativas

Fuente: El autor.

Figura 15. Visualizacion del producto de la segunda ronda de PCR (anidada) para
deteccidon general de Toxoplasma gondii en gel de poliacrilamida al 6%. En recuadro
naranja, banda de 97pb obtenida usando los primers Toxo N2 - Toxo C2. M) Marcador
de peso molecular 1kb plus; CR) Control de reaccién; C-) Control negativo (Agua
destilada); C+) Control positivo; canaletas 5-7: muestras positivas para Toxoplasma.

Fuente: El autor.
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Figura 16. Visualizacion del producto de PCR para deteccion general de Blastocystis
spp en gel de poliacrilamida al 6%. En recuadro verde, banda de 310 pb obtenida usando
los primers bl1400ForC — bl1710RevC. M) Marcador de peso molecular 1kb plus; CR)
Control de reaccion; C-) Control negativo (Agua destilada); canaletas 4-10: muestras

positivas para Blastocystis; C+) Control positivo.

Fuente: El autor.

Figura 17. Producto de la segunda ronda de PCR para deteccién general de Giardia
duodenalis. En recuadro azul, banda de 384pb (Primers G376 y G759). M) Marcador de
peso molecular 1kb plus; CR) Control de reaccién; C-) Control negativo (Agua destilada);

C+) Control positivo; canaletas 5-9: muestras positivas para Giardia.

Fuente: El autor.
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4.3. CARACTERIZACION MOLECULAR DE Blastocystis spp. Y Giardia duodenalis

4.3.1. Subtipos de Blastocystis spp: Las diecinueve muestras positivas en la deteccion
por PCR general para Blastocystis fueron sometidas a las amplificaciones especificas de
los siete subtipos (ST 1-7), con mayor prevalencia en humanos en Suramérica y
Colombia, teniendo en cuenta lo descrito por Yoshikawa et al (2000). Se encontraron
Unicamente los tres primeros subtipos: con una distribucion de (9/19) para el subtipo 1,
(6/19) para el subtipo 2 y (4/19) el subtipo 3 (Figura 18).

Figura 18. Representacion grafica de los valores en porcentaje obtenidos para la

diversidad genética de Blastocystis spp. (Sobre 19 muestras positivas).

Diversidad genetica de Blastocystis
spp (n =19)

EST1
mST2
EST3

Fuente: El autor.
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Figura 19. Productos de PCR especificos para subtipos de Blastocystis spp. en gel de
poliacrilamida al 6%. En los recuadros amarillos, las bandas de 351, 704 y 527 pb para
subtipos uno, dos y tres, respectivamente. M) Marcador de peso molecular 1kb plus; CR)
Control de reaccién; canaletas 4-9: muestras positivas de subtipos de Blastocystis spp.

Fuente: El autor.

4.3.2. Genotipos de Giardia duodenalis: Los productos de la PCR semianidada para
Giardia duodenalis fueron sometidos a digestién, para el diagnostico de genotipos de
Giardia duodenalis, utilizando las enzimas de restriccién: Hae Il (para el fragmento de
753pb) y Hha | (para el fragmento de 384 pb). Todas las 8 muestras positivas presentaron
el perfil caracteristico del subgrupo A2/A3, bandas de 210, 70, 34 pb (Figura 12).
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Figura 20. Electroforesis en gel de poliacrilamida, de los productos de digestion del
fragmento de 384 pb del gen B-giardina con Hha I. Canaletas 1-4: muestras de genotipos
A subgrupos A2/A3. Canaletas 5-8: muestras digeridas con la enzima Hae Il (primera

ronda PCR general Giardia). M) Marcador de peso molecular 1kb plus.

Hae Il

Fuente: El autor.

4.4. POLIPARASITISMO
De las 49 muestras positivas, se encontraron 6 muestras que presentaban infeccién con

mas de un pardasito; 5 muestras fueron detectadas con coinfeccién Blastocystis -

Toxoplasma y 1 muestra con Toxoplasma — Giardia.
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Figura 21. Representacion grafica de los valores obtenidos de poliparasitismo en 6
muestras de hortalizas con coinfeccion.

v

Poliparasitismo

m Blastocystis

m Blastocystis - Toxoplasma
u Toxoplasma

m Toxoplasma - Giardia

® Giardia

Fuente: El autor.
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5. DISCUSION

5.1. CONCENTRACION DE QUISTES A PARTIR DE MATERIAL VEGETAL

En este estudio la concentracion de quistes utilizando el método de flotacion por Sulfato
de Zinc (Faust), con la agitacion y lavado previo (como se describe en la metodologia),
arrojé buenos resultados ya que permitié6 obtener muestras con quistes viables y con
menos impurezas y restos, se mostrd simple y de facil ejecucion ademas de bajo costo
en comparacion con otras técnicas de concentracion ensayadas. La técnica de formalina-
éter fue utilizada pero las muestras obtenidas al final del procedimiento presentaron una
gran cantidad de suciedad y pocos quistes. Asi mismo, la técnica de gradiente de sucrosa
probaba previamente en el laboratorio por Rodriguez (2014), permiti6 concentrar una

muy baja cantidad de quistes por lo que no fue posible la amplificacion del ADN.

En la literatura se reitera la necesidad de estandarizar una metodologia que permita
obtener quistes de material vegetal como frutas y hortalizas, que faciliten los estudios de
deteccién y control en la seguridad alimentaria. Actualmente, la creciente presencia de
enfermedades parasitarias transmitidas por alimentos, ha impulsado a estudiar y
estandarizar metodologias aplicables y reproducibles por investigadores del area,
generando asi uniformidad en los estudios. El analisis de muestras mas usado, se basa
en la técnica de Takayanagui et al. (2000), que consiste en lavados y agitaciones
similares al estandarizado en este trabajo, y una segunda parte aplicando el método
Sheater (método de centrifugaciéon flotacién) de Atias N. (1998). Por el contrario, el
método 1623 (EPA, 2005), es usado en paises desarrollados, pero su costo es muy
elevado para la investigacion; los métodos de Carbonato de calcio (Campbell, 1994),
Sulfato férrico y Sulfato de aluminio (Karanis, 2002), presentan como desventaja la
perdida de viabilidad de los quistes que interfiere directamente con la identificacion
parasitaria en las muestras. Con el método de flotacion de Faust, se han obtenido

mejores resultados como lo empresa Ica (1990) en una comparacion realizada en Per.
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5.2. DETECCION MOLECULAR EN HORTALIZAS

Desde el afio 1999, los articulos sobre deteccion parasitaria en hortalizas, se empiezan
a encontrar con mas frecuencia, estas publicaciones hasta aproximadamente el afo
2016 coinciden en que su deteccion esta basada en técnicas de microscopia y el uso
generalizado de variedades de lechuga, por su mayor incidencia parasitaria y morfologia
Optima para la proliferacion. En cuanto a sus resultados son muy heterogéneos, las
prevalencias oscilan entre el 6,2 % y el 93,8 %; diferencias que podrian estar asociadas
al nimero de muestras utilizadas en cada estudio, tipo de muestras, variedad de
hortalizas o frutas, temporadas de muestreo, areas de muestreo (Tiendas libres,
supermercados, plazas, restaurantes, cultivos), experiencia y precision del observador
en la microscopia y diferencias en metodologias de concentracién. Gran parte de estos
trabajos fueron realizados en localidades de Brasil, encontrando insectos, &caros,
coliformes fecales, larvas de nematodos, helmintos, protozoarios ciliados, Tenias,
Toxocara spp, Ascaris lumbricoides, Entamoeba coli, Giardia duodenalis,
Trichostrongylus spp, Strongyloides spp, Endolimax nana, Entamoeba histolytica,

Enterobius vermicularis, Hymelolepis nana y diminuta, Salmonella, entre otros.

Dentro de estos articulos pioneros se destacan los realizados por: Mesquita y
colaboradores (1999) de contaminacién por enteroparasitos en hortalizas (lechuga y
berro) comercializadas en Niteroi y Rio de Janeiro — Brasil; Paula et al. (2003)
igualmente, estudié la contaminacion microbiolégica y parasitolégica en lechugas de
restaurantes de autoservicio en la mismas localidades de Brasil; Kozan (2005) sobre la
prevalencia de huevos de helmintos en vegetales crudos utilizados para ensaladas
(lechuga, perejil, zanahoria, cebolla verde, tomates, pimientos, repollo rojo) en Turquia;
Santana et al. (2006) observé la calidad fisica y parasitologica de lechugas en diferentes
sistemas de cultivo en Salvador - Brasil; Takayanagui et al. (2007) evaluo la
contaminacion de cultivos de lechuga después de un sistema de monitoreo en Ribeirao
Preto, Sao Paulo; Biscaro et al. (2008) realizé un analisis de las condiciones sanitarias
de cultivos vegetales regados con aguas receptoras de afluentes urbanos en Lavapez —

Brasil; Gomes Neto et al. (2012) al realizar un recuento de bacterias encontré presencia

67



parasitaria en hortalizas de hoja en diferentes sistemas de cultivo en Brasil; Eraky et al,
(2014) observé contaminaciéon con parasitos en los vegetales frescos de mayor consumo
en Benha Egipto; en este mismo afio Duedu et al, realiz6 una encuesta comparativa de
la prevalencia de parasitos humanos encontrados en vegetales frescos vendidos en
supermercados y mercados al aire libre en Accra, Ghana; Poetini (2015) evalué la
prevalencia de parasitos en lechugas comercializadas en Itaqui en Rio grande del sur;
Mohamed et al. (2016) encontré una contaminacion parasitaria en vegetales frescos en
mercados centrales en el estado de Khartoum — Sudan.

Los anteriores estudios sirvieron de punto de partida para conocer que la presencia
parasitaria era inminente y estos alimentos podrian ser un vehiculo directo de
contaminacion. Igualmente, al aumentar el interés en la tematica, era necesario acudir a
metodologias mas exactas y confiables que permitieran la busqueda de variedades de
parasitos. Por ello, las técnicas moleculares serian una herramienta clave para continuar
estudiando la contaminacién en diferentes eslabones de la cadena epidemioldgica, tal
como lo expreso Lora et al. (2016): la deteccion de protozoos tanto en agua como
alimentos debe ser confirmada con inmunofluorescencia (IF) y PCR para resultados mas
claros. Igualmente, Lalonde (2016), realiz6 un trabajo en el cual pretendia optimizar y
validar una deteccion molecular por medio de PCR en tiempo real, con el fin de identificar

y aislar quistes de protozoos en vegetales de hoja verde y bayas.

Colli y colaboradores (2015), encontraron un ensamblaje idéntico (BIV) de Giardia
duodenalis, en humanos, animales y vegetales, en un area urbana del sur de Brasil, lo
cual dej6 en manifiesto que las técnicas moleculares nos permiten acercarnos a la
epidemiologia de los parasitos intestinales, obteniendo unos mejores resultados. En este
mismo afio Giangaspero realizé una detecciéon molecular de Cyclospora en agua, suelo,
vegetales y humanos (prevalencias del 20,6%) en el sur de Italia que resalto la necesidad
de un monitoreo por parte de las autoridades de salud. Callejon (2015), llevo a cabo una
revision de los brotes transmitidos por alimentos debido a productos frescos en Estados
Unidos y la Unién Europea, durante los afios 2004 y 2012, explicando las tendencias y

causas. Rostami y colaboradores (2016), realizaron una deteccion de huevos de
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helmintos en hortalizas crudas de consumo comun en el norte de Iran. Finalmente, Brent
(2016), resaltd que las enfermedades parasitarias asociadas con el consumo de
productos frescos es un problema emergente en los paises desarrollados, esta postura
permitio justificar este proyecto, teniendo en cuenta que las prevalencias encontradas en
paises desarrollados son altas, es de esperarse que en paises en desarrollo donde las
condiciones y vigilancia de la seguridad alimentaria es deficiente, las prevalencias estén

aun mas altas.

5.2.1. Deteccion general: Se trabajaron un total de 100 muestras de material vegetal
(Fresas, apio, cebolla larga, cilantro, zanahoria, lechuga crespa y lisa), en las cuales se
encontré un porcentaje considerable de contaminacion parasitaria; obteniendo de ellas
49 muestras positivas y 51 negativas. Estos resultados se obtuvieron por medio de PCR
convencional para cada parasito (Giardia duodenalis, Blastocystis spp, Toxoplasma
gondii, Cryptosporidium spp).

Los valores obtenidos por contaminacion parasitaria en este trabajo (49%), no se
diferencia ampliamente de algunos valores obtenidos por investigadores brasileros, 33%
(Takayanagui, 2001). Valores inferiores de 16,6% y 6,2% también fueron reportados
(Mesquita, 1999; Guilherme, 1999). Pero si contrasta con valores obtenidos de parasitos
comensales reportados en otros estudios (85%, 98,1%, 71%, 63%), debido a que se
enfoco la busqueda a 4 parasitos patégenos (Mesquita, 1999; Daryani, 2008; Falavigna,
2005). Esta diferencia de valores de contaminacion en hortalizas y frutas, podria deberse
a diferentes factores como la variacion en las técnicas aplicadas para el diagndstico, la
época de colecta o muestreo, la variedad de condiciones sanitarias en sitios de expendio
y grado de manipulacion de las hortalizas. Se observa igualmente, que la gran mayoria
de trabajos que involucran esta tematica, utilizan en sus estudios menos especies de
hortalizas y se enfoca la atencion principalmente en la lechuga (Guimaraes, 2003;
Tananta, 2002; Traviezo, 2004).

La contaminacion parasitaria, aunque en diferentes porcentajes, se encontré en todos

los tipos de hortaliza utilizadas en el estudio (Cilantro 10%, lechuga lisa 10%, fresas 10%,
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lechuga crespa 6%, apio 6%, cebolla larga 5%, zanahoria 2%). Lo cual nos indica que
es necesario abarcar variedad de hortalizas, que pueden ser potenciales vehiculos de
contaminacion, sin sesgar los trabajos al uso y deteccién Unicamente de la lechuga,
como se ha observado de manera generalizada en la literatura. Igualmente, es
importante reconocer cuales hortalizas y frutas de acuerdo a su morfologia facilitan la
presencia de quistes y cudles de ellas pasan por proceso de coccién 0 son consumidas
crudas; asi mismo, se deben identificar las de mayor consumo y comercializacién. Estas
referencias fueron pardmetros considerados en este estudio, que permitio llegar a la

eleccién de estas 7 hortalizas.

Existen otros factores relevantes a considerar en estudios posteriores con mayor
cobertura de muestras y epidemiolégicos; entre ellos, identificar los lugares de
proveniencia de las hortalizas (Departamentos, tipos de cultivo, produccion, importadas)
gue permitan conocer si las zonas donde se han cultivado se caracterizan por el amplio
uso de aguas contaminadas, si existe crecimiento demografico, necesidades en la
obtencién de recursos hidricos, rios aledafios que son recolectores de aguas de uso
publico, doméstico e industrial, drenajes naturales de aguas pluviales, medios de

evacuacion de desechos sdlidos urbanos.

Otro factor que influye en la diferenciacion de los niveles de contaminacion, es la
estructura fisica de las hortalizas, la presencia de multiples hojas separadas con una
amplia area de contacto, favorece la presencia de las estructuras parasitarias, lo
contrario en aquellas de cubierta lisa que facilita la limpieza antes de la venta o el
consumo. Asi mismo, el contacto amplio con la tierra en la mayor parte de las hortalizas,
favorece la contaminacién con formas parasitarias, que tienen amplia viabilidad en la
tierra humeda como los quistes de protozoarios, huevos y larvas de helmintos (Mufioz,
2008).

Finalmente, otro factor a considerar, es la prevalencia de parasitos en las personas
encargadas de la manipulacion de alimentos, con esto realizar capacitaciones respecto

a seguridad alimentaria y manejo de alimentos de consumo fresco.
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5.2.2. Toxoplasma gondii: La prevalencia encontrada de este parasito, fue de 22% en
las 100 muestras de hortalizas trabajadas, siendo el que mayor contaminacion presento.
Estos resultados se obtuvieron por medio de PCR anidada del gen B1; las bandas tenues
se reamplificaron para la confirmacion de muestras positivas. Para Colombia, se han
realizado diversos estudios que evalian la presencia de T. gondii principalmente en
carnes, sin embargo, no se habian llevado a cabo trabajos de deteccion en vegetales
frescos. Un estudio de aguas de Armenia por Trivifio-Valencia, Lora-Suarez, Zuluaga, &
Gomez-Marin en el 2016 con el uso de la misma n-PCR para el andlisis de muestras,
reporta una prevalencia del 58,6% de T. gondii, lo cual es una muestra clara de la

presencia de quistes de este parasito en fuentes hidricas de la region.

En la actualidad, encontramos un articulo que reporta la deteccion de verduras
contaminadas con T. gondii, titulado “The first detection of Toxoplasma gondii DNA in
environmental fruits and vegetables simples” realizado por Lass, Pietkiewicz,
Szostakowska, & Myjak en el 2012, este trabajo, llevado a cabo en la zona norte de
Polonia, informa que el 9.7% de las muestras evaluadas (216) por gPCR dieron positivas,
basada en el gen B1 de T. gondii, sin embargo, algunas de sus muestras reflejaron

inhibicién con esta metodologia.

A nivel mundial, se han reportado dos brotes de toxoplasmosis por agua contaminada
con quistes como lo reporta Slifko et al. (2000) , el primer brote ocurri6 en Panama en
las tropas britanicas, y la evidencia epidemiolégica indicé que el vehiculo mas probable
para la transmision fue la ingestion de agua de arroyo consumida durante las maniobras
en la jungla, la cual estaba contaminada con ooquistes excretados por felinos de la
jungla; el segundo brote ocurrié en British Columbia, Canadd, en 1995, y se identificaron
110 infecciones agudas por Toxoplasma. Cincuenta y cinco estaban en individuos no
embarazadas y 42 mujeres estaban embarazadas en el momento de la infeccion. Once
bebés se infectaron. La evidencia epidemioldgica fue consistente con una fuente de agua
e implicé al agua potable municipal. Estos dos hechos demuestran que los ooquistes que
contaminan las fuentes hidricas pueden llegar a comunidades y afectarlas severamente.

En la actualidad no hay pruebas disponibles que puedan determinar la fuente de

71



infeccion, por lo tanto la proporcion de la poblacion humana que adquiere la infeccion por
ingesta de ooquistes en el medio ambiente o por el consumo de carne contaminada no

se conoce (Dubey et al., 2011).

Los ooquistes eliminados en las heces de los felinos contaminan el medio ambiente y
estos tienen una gran probabilidad de ser ingeridos junto con el agua o los alimentos
crudos como los vegetales frescos que son regados por aguas contaminadas, lo que
representa una fuente de infeccion para los animales de sangre caliente y el humano
(Jones & Dubey, 2012; Silva, Andrade, Carneiro, & Vitor, 2014, Slifko, Smith, & Rose,
2000; Weiss & Dubey, 2009).

5.2.3. Blastocystis spp: En las muestras de hortalizas se encontr6 una prevalencia del 19
% por medio de PCR general y se realizé la caracterizaciéon con PCR especifica para
subtipos, con una distribucién de (9/19) para el subtipo 1, (6/19) para el subtipo 2y (4/19)
el subtipo 3 (Figura 17).

La presencia de este parasito por lo general, se evidencia en examenes coproldgicos,
los reportes en hortalizas son pocos y a nivel regional seria el primero. Es un protozoario
muy controvertido debido a que se desconoce su capacidad infectiva e incluso se le
atribuye como un parasito comensal que no produce efecto negativo en el hospedero;

excepto en pacientes inmunocomprometidos (Mufioz, 2005).

Dentro de los pocos trabajos que se conocen, donde se reporta la presencia de este
parasito en material vegetal, estan los siguientes: En La Paz, Bolivia se realiz6 el primer
reporte para el pais de Blastocystis en hortalizas con una prevalencia del 21,6%, trabajo
realizado en mercados publicos, utilizando 14 tipos de hortalizas (Mufioz, 2008). Soares
et al, (2007), detectaron un 20,8% de prevalencia en lechugas y 24,8% en berro. En
Trujillo - Perq, se realizo un trabajo parasitologico con muestras de alimentos cocidos y
crudos de mercados y colegios, el andlisis de estos permitié aislar protozoos como
Blastocystis (detectado también en bivalvos moluscos del genero Donax), Giardia

lamblia, Cyclospora cayetanensis, Endolimax nana, lodamoeba butschlii (Pérez et al.,
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2008). Finalmente, un valor inferior (1%), a partir de muestras de lechuga en Lara

Venezuela, fue sefialado por Traviezo et al, (2005).

La ruptura de la vacuola de Blastocystis por el contacto con el agua utilizada en los
meétodos de concentracion, podria ser un factor que explicaria el valor bajo en algunos
estudios, si se compara con los porcentajes (80,2%) encontrados en manipuladores de
alimentos (Amato, 2004). Igualmente, la mayoria de estudios no refieren la presencia de
Blastocystis, probablemente por el desconocimiento de las diferentes formas evolutivas

y por qué no se le otorga la importancia sanitaria debida (Mufioz, 2008).

A nivel nacional, la investigacidon de Blastocystis spp esta en pleno desarrollo, los trabajos
a partir de metodologias moleculares estan enfocados en la prevalencia y diversidad
genética en humanos, encontrando resultados entre 45% y un 88,7% (Ramirez et al.,
2014; Ramirez et al.,, 2017; Sanchez et al., 2017). Estos porcentajes fueron una
justificacion para la busqueda del parasito en hortalizas de consumo fresco a nivel

regional.

En cuanto a su diversidad genética, los estudios internacionales reportan al subtipo 3
(ST3) como el de mayor prevalencia, seguido de los subtipos 1y 2, la presencia del 4 al
7 es mas escasa y se encuentra principalmente en Asia y Africa (Stensvold et al., 2011).
A nivel nacional, se conocen tres trabajos de diversidad genética del parasito; el primero
a partir de muestras fecales humanas y animales, mostré una mayor prevalencia del ST1
(34%), seguido del ST2 (23%), en menor proporcién los subtipos 3, 4, 6 y 8 (Ramirez et
al., 2014). Los dos estudios mas recientes, por el contrario, reportan mayor prevalencia
del ST3, seguido de ST2 y ST1, reportando igualmente los subtipos 4, 6 y 7; uno fue
realizado con la poblacion infantil en una comunidad indigena del rio amazonas (Sanchez
et al., 2017), y el segundo también con poblacion infantil en diferentes regiones
geograficas del pais (Ramirez et al., 2016).

Los resultados obtenidos en el presente estudio a partir de material vegetal son los

primeros a nivel regional, sin embargo, coinciden con la diversidad genética de

73



Blastocystis en humanos, que se ha reportado en estudios anteriores realizados en
Surameérica (trabajo que incluydé a Colombia) (Ramirez et al., 2016), a nivel nacional
(Ramirez et al., 2014), y a nivel departamental con los resultados para el municipio del
Guamo (Ramirez et al., 2017); en todos ellos identificaron los STs 1, 2 y 3, siendo el de

mayor ocurrencia el subtipo 1.

5.2.4. Giardia duodenalis: Para la deteccidon de este parasito en las 100 muestras, se
llevd a cabo la amplificacién del gen [B-giardina mediante una PCR semianidada.
Obteniendo una prevalencia del 8% en las muestras vegetales analizadas.
Posteriormente, las 8 muestras positivas de la PCR general se sometieron a un corte con
las enzimas de restriccion: Hae Il y Hha |, las cuales presentaron el perfil caracteristico
del subgrupo A2/A3.

A nivel internacional, segun la ultima revision realizada por Ryan (2019), se reconoce
que la trasmision de patdgenos zoona6ticos a traves de alimentos son un problema grave
para la salud publica, incluso un resultado importante para la economia mundial. Sin
embargo, se han documentado muy pocos brotes por las limitaciones en la deteccién

actual de Giardia duodenalis y la falta de vigilancia en alimentos.

El método actual de recuperacion de quistes de Giardia en matrices como alimentos
usando inmunomagnetismo, requiere de una mejor estandarizaciéon y reduccion de
costos antes que pueda emplearse ampliamente; también, debe incorporar
procedimientos moleculares posteriores para el genotipado, andlisis y viabilidad.
Concluyen igualmente, que la giardiasis trasmitida por alimentos puede ser controlada a
través de mejoras en el sistema de vigilancia a nivel nacional o regional, con analisis de
riesgos, intervenciones en puntos criticos de control, prevalencia real del parasito y su
impacto en la salud publica (Ryan, 2019). Las prevalencias siguen siendo variables,
debido a la distribucion geogréafica de subtipos, diferentes metodologias aplicadas, tipos
y cantidad de muestras utilizadas en cada estudio; sin embargo, los reportes realizados
oscilan en porcentajes desde el 0,6% hasta un 12,5% de prevalencia, tales como: En la

paz Bolivia (0,6%), en area metropolitana Sao Paulo - Brasil (2,3%), municipio de
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Ribeirao Preto SP (11,2%), ciudad de Florianopolis - Brasil (12,5%); en Trujillo Peru, con
muestras de alimentos cocidos y crudos de mercados y colegios (5,3%) y en
manipuladores de alimentos (4,7%) (Mufioz, 2008; Oliveira, 1992b; Takayanagui, 2001,
Pérez et al., 2008).

Ryan (2019), realiza una revisién con los ultimos reportes y prevalencias de Giardia
duodenalis en material vegetal fresco, encontrando la siguiente informacion: Brasil:
lechuga, col rizada, achicoria y cohete de mercados callejeros y huertos comunitarios
(7.3% 19/260), ensamblajes Al, B, E (Rafael et al., 2018). Chandigarh, norte de India:
mercados publicos y supermercados (5% 13/284) genotipos Ay D (Utaaker et al., 2017).
Italia: ensaladas listas para comer de supermercados (0.6% 4/72), genotipo A
(Caradonna et al., 2017). Brasil: verduras de hoja en mercados publicos (12.5% (16/128)
por PCR; 0.8% (1/128) por microscopia), ensamblaje All (Tiyo et al., 2016). Sudan,
estado de Jartum: vegetales de mercados publicos (3% 8/260) (Mohamed et al., 2016).
Sur de Brasil: lechuga y achicoria silvestre de productores locales (18.2% 2/11)
ensamblaje BIV (Colli et al., 2015). Suroeste de Etiopia: frutas y vegetales de mercados
publicos (7.5% 27/360) (Tefera et al., 2014). Egipto, Benha: vegetales de hoja en
mercados publicos (8.8% 47/530) (Eraky et al., 2014). Valencia Espafia: recoleccion en
campo de areas agricolas (52.6% 10/19) (Amorés et al., 2010). Finalmente, prevalencias
muy similares son reportadas en paises como: Noruega, Reino Unido, Italia (Palermo),

Turquia (Kahramanmaras), Marruecos (Marrakech), Costa Rica y Filipinas.

A nivel regional, se realizé un trabajo por Rodriguez (2014), de genotipificacion de quistes
de Giardia duodenalis aislados en nifios y animales domeésticos en la ciudad de Ibagué,
encontrando una prevalencia del 11,78% (genotipos A2/A3 y B) en nifios asistentes a los
hogares adscritos al ICBF y 7,36% de giardiosis en la totalidad de los animales

muestreados
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6. CONCLUSIONES

Se detectaron muestras positivas para tres parasitos, observandose la prevalencia mas
alta para Toxoplasma gondii (22%), seguido de Blastocystis spp (19%), Giardia
duodenalis (8%) y finalmente Cryptosporidium spp (0%).

Se estandariz6 una metodologia para concentracion de quistes a partir de muestras
vegetales, obteniendo ADN viable que garantizd la amplificacion de la PCR en cada

parasito.

Los métodos moleculares aportaron una alta sensibilidad que permitié encontrar Giardia
duodenalis, Toxoplasma gondii y Blastocystis spp, en muestras de hortalizas,
observandose una mayor prevalencia en muestras provenientes de las plazas de

mercado de la cuidad.

En la caracterizacién de Blastocystis, se encontraron 3 subtipos en las 19 muestras
positivas con prevalencias para ST1 de 48% (9/19), ST2 32% (6/19), ST3 20% (4/19).
Las muestras con Giardia duodenalis se sometieron a una PCR - RFLP para conocer a
gue genotipo pertenecian, encontrando que las 8 muestras positivas correspondian al

genotipo Ay subgrupo All.
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RECOMENDACIONES

Realizar estudios epidemiolégicos, cuyos objetos de estudio involucre a pacientes, otros
parasitos de interés, informacion clinica, seguimiento a la produccion, distribucion y
manipulacion de hortalizas y frutas, en tiendas y plazas de la ciudad, que aporten

informacion valiosa para entender y prevenir la contaminacién por parasitos intestinales.

Se considera pertinente el monitoreo periddico de los establecimientos publicos que
expenden alimentos al aire libre (plazas de mercado), por parte de las entidades
competentes; asi como la implementacién de buenas practicas de manejo de las

hortalizas desde su cultivo hasta la preparacion en manos del consumidor final.

Generar informacion destinada a las comunidades, al Ministerio de Salud y la proteccion
Social, a los productores y distribuidores para que adopten medidas para el control de
calidad de la cadena productiva de frutas y hortalizas para consumo interno o para

exportacion.
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ANEXOS



Anexo A. Formato de recoleccion y control, con datos correspondientes a las 100

muestras estudiadas.

O 00 N o u A W N =

R B R B R R R R
N oLl A W N R O

C Cilantro

LL Lechuga lisa

Z  Zanahoria

LC Lechuga crespa

F  Fresas

Cddigo de Fecha
muestra recoleccion

C 18/01/17
LL 18/01/17
LC 18/01/17
VA 18/01/17
F 18/01/17
A 18/01/17
CL 18/01/17
C 9/03/17
LL 9/03/17
LC 9/03/17
z 9/03/17
F 9/03/17
A 9/03/17
CL 9/03/17
C.. 10/09/17

LL.. 10/09/17
Z 10/09/17

Abreviaciones

CL Cebollalarga

A
Bl
G
T

Supermercado Exito

Apio
Blastocystis spp
Giardia duodenalis

Toxoplasma
Localidad Parasitos BI-G-C-T
(Subtipo Bl)
Plaza 21
Plaza 21 BL/T (3)

Plaza 21

Plaza 21

Plaza 21

Plaza 21 T

Plaza 21
Super inter 37 T
Super inter 37 BL (1)
Super inter 37
Super inter 37 G
Super inter 37 G
Super inter 37

Super inter 37
BL/T (3)

Supermercado Exito

Supermercado Exito
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
a1
42
43
44
45

LC

CL

LL

LC

CL

LL

CL
LC

LL

CL
LC

LL

10/09/17
10/09/17
10/09/17
10/09/17
5/12/17
5/12/17
5/12/17
5/12/17
5/12/17
5/12/17
5/12/17
27/12/17
27/12/17
27/12/17
27/12/17
27/12/17
27/12/17
27/12/17
18/01/18
18/01/18
18/01/18
18/01/18
18/01/18
18/01/18
18/01/18
31/01/18
31/01/18
31/01/18

Supermercado Exito
Supermercado Exito
Supermercado Exito
Supermercado Exito
Plaza de la 14
Plaza de la 14
Plaza de la 14
Plaza de la 14
Plaza de la 14
Plaza de la 14
Plazadela 14
Mercacentro n? 4
Mercacentron? 4
Mercacentron? 4
Mercacentro n? 4
Mercacentro n? 4
Mercacentro n? 4
Mercacentro n® 4
Fruver la Granja 40
Fruver la Granja 40
Fruver la Granja 40
Fruver la Granja 40
Fruver la Granja 40
Fruver la Granja 40
Fruver la Granja 40
Super. Popular
Super. Popular

Super. Popular
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G
BL/T (1)

BL (2)
BL (3)

BL (1)

BL (1)

BL (2)



45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

CL
LC

LL

CL
LC

LL

CL
LC

LL

CL
LC

LL

31/01/18
31/01/18
31/01/18
31/01/18
7/02/18
7/02/18
7/02/18
7/02/18
7/02/18
7/02/18
7/02/18
14/02/18
14/02/18
14/02/18
14/02/18
14/02/18
14/02/18
14/02/18
27/03/18
27/03/18
27/03/18
27/03/18
27/03/18
27/03/18
27/03/18
26/04/18
26/04/18
26/04/18

Super. Popular
Super. Popular
Super. Popular
Super. Popular
Super. Metro
Super. Metro
Super. Metro
Super. Metro
Super. Metro
Super. Metro
Super. Metro
Fruver Boquerdn
Fruver Boquerdn
Fruver Boquerdn
Fruver Boquerdn
Fruver Boquerdn
Fruver Boquerdn
Fruver Boquerdn
Plaza de la 28
Plaza de la 28
Plaza de la 28
Plaza de la 28
Plaza de la 28
Plaza de la 28
Plaza de la 28
Super. Olimpica
Super. Olimpica

Super. Olimpica

100

BL (1)

BL (3)

=
BL/T (1)

BL/T (1)



73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
20
91
92
93
94
95
96
97
98
929
100

CL
LC

LL

CL
LC

LL

CL
LC

LL

CL
LC
C
LL

26/04/18
26/04/18
26/04/18
26/04/18
8/05/18
8/05/18
8/05/18
8/05/18
8/05/18
8/05/18
8/05/18
22/05/18
22/05/18
22/05/18
22/05/18
22/05/18
22/05/18
22/05/18
24/05/18
24/05/18
24/05/18
24/05/18
24/05/18
24/05/18
24/05/18
3/06/18
3/06/18
3/06/18

Super. Olimpica
Super. Olimpica
Super. Olimpica
Super. Olimpica
Surti plaza salado
Surti plaza salado
Surti plaza salado
Surti plaza salado
Surti plaza salado
Surti plaza salado
Surti plaza salado
Plaza jardin
Plaza jardin
Plaza jardin
Plaza jardin
Plaza jardin
Plaza jardin
Plaza jardin
Plaza de la 21
Plaza de la 21
Plaza de la 21
Plaza de la 21
Plaza de la 21
Plaza de la 21
Plaza de la 21
Plaza de la 14
Plaza de la 14
Plaza de la 14
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BL (2)

BL (2)

G/T

BL (2)
BL (1)

BL (1)

BL (2)



Anexo B. Consentimiento informado para toma de muestras del Laboratorio Clinico

Naizir, para el uso de material biolégico en el estudio.

CODIGO: TM-FR-07 r\
’ g NAUZIR  cousenmmiento nrorvaoo PARA TOMA DE MUESTRAS | VERSION. 05 [g <

ey v VIGENTE DESDE: 25/07/2018

ADMISIONES FECHA:

LQUEES Y PARA QUE SEREALIZALATOMADE MUESTRAS? \
La toma de muestras consiste en recoger una muostra bloldgica de su orgonismo. Las muesiras més solicitadas son: sangre, orina, heces ¥
esputo, aunque pueden gecs\gcvso otras. Los::xn\mgnes pueden dar Infarmacién muy Gl sobre su diagnéstica o la evolucién de su enfermedad lo
que permitira un meédico mas . Tan Importante como su obtenclén es el manejo de I muestra, por lo que existen normas

I!Esbl:ctas para la correcta recogida, manipulacién, transporte y conservacién de lo muestr, asi como para su sdecuado procesamiento en
aboratono.

LQUERIESGOS PUEDE HABER?

La toma de la muestras apenas presenta rlesgos. Para garantizar la seguridad del p usted serd dido por | Itado y bajo
condiciones de seguridad y de asepsia rigurosa, % d

Riesgos frecuentes: En el caso de la toma de muestra sanguinea, puede produclrse un minimo hematoma (acumulacién de sangre debajo de l2
piel del pinchazo), por lo que‘lser.'i conveniente que después se realice presion sobre la zona puncionada, También puede presentarse sangrado

, o o de mareo, Inf (menos fi uede se cuando hay rupt el restesia
(sensacion de ho'rmiyueo y/0 corri ). Al s i ot VI oasie decel 1 e

\ e . ntes g gicas como cultivos o secreclones vaginales o uretrales pueden causar
igera molestia con sensacién de irritacién, El resto de las habitual gidas (orina, tos, heces, etc) no presentan riesgos y
son tomadas por el paciente.
Ri infr Enal

9

$ i por sus caracteristicas Individuales, resulta dificil extraer la muestra de sangre, por lo que tal vez
sea necesario repetidas veces hasta obtener la muestra de sangre. Otros riesgos o plicaci pueden ap dada su situacién clinica y

suscircunstancias personales.,

LQUE_‘CONSECUENCIAS TRAE LA NO REALIZACION? La consecuencia seré que la informacién que requiere su médico para su adecuada

a}encwrxseré menor, lo qlfe puede mermar sus cuidados en salud,

Si después de leer detenidamente este documento desea mas informacién, por favor, no dude en preguntar. Se le atenderd con mucho gusto.
ESPACIO SOMBREAO PARA USO EXCLUSIVO DEL LABORATORIO

ENTREVISTA AL PACIENTE :

1.) Condiciones al ingresar a la toma Qe muestra (si e encuentra acompariado, estado fisico evidente, eslado de animo)

2)) Antecedentes médicos:

3.) Medicamentos usados:
“4,) Observaciones:

5.) Exdmenes Pendientes
d.) Entrega de Resultados

fExm‘eso que el LABORATORIO CLINICO NAIZIR LTDA. me ha explicado de forma salisfactoria el objetivo del procedimiento que se me realizard y sus benefici ﬁ
También he sida informado sobre la preparacion para el examen, y riesgos d de surealizacin, la fecha de eniregay garantia de confidencialidad
de mis resultados, mis deberes y derechos como paciente asi mismo aulorizo en caso necesario, el envio de mis muestras a otros laboratorios dela Red de Apoyo
del Laboratario Clinico Naizir Ltda. Portal razén declaro estar debid: nado(a), seginlaley 23 de 1981 (normas sobre Etica Médica), para formulartodas
las preguntas que he creido conveniente y me han informado de mi derecho a retirar este consentimiento en cualquier momento, con documento escrito dirigido al
Laboratorio Clinico Naizir Ltda, Declaro estar en plena capacidad legal, fisica y mental por lo cual doy mi consentimiento de forma libre y voluntaria para los

7 j Autorizo de manera voluntaria, previa, explicita, informada e inequivoca para tratar mi informacion p deacuerdo con
fa politica de tratamiento de datos personales y para los fines relacionados con su objeto social y en especial para fines legales, contractuales y comerciales
descrilos en ella; y por tanto me comprometo a leer el aviso de privacidad y la politica mencionada disponible en: www./aboratorionaizircom. La informacién
oblenida para el Tratamiento de mis datos personales y consignada en la presente aulorizacién la he suminislrado de forma voluntaria y es veridica (NOTA: Por
favor diligencie esle documento con sunombre, identificaciény firma): - En caso de no saber firmar, favor poner huella digital en el espacio disponible.

El paciente (nombres y apellidos)

Documento: FIRMA HUELA
PARA PERSONAS QUE REQUIEREN ACOMPARANTE Y0,
mayor de edad, identificado con C.C. , actuando como acompariante ylo representante legal del paciente
2 doy mi consenfimiento de forma liore y voluntaria para los aspectos anteriormente mencionados.
HORARECEPCION . HORATOMADEMUESTRA -~
EIRMAACOMPANANTE g 3] pafaonal o Labo s N AV DG 2 e

—
N T T Y N T Y N

NAIZIR e

LABORATORIO CLINEO
ey NOMBRE:

RESULTADO CONFIDENCIAL St [0 N0 0 ApMISIONES:

NN AT HORARIO DE ENTREGA DE RESULTADOS ISR L alili) 3 ;

glorldorinlg RCROIIBTRILIROE nor: e ieweo masa a enTeeas DE HuESTRAS PENDIENTES A

FECHAENTREGARESULTADOS A PARTIR DE
Calle 33 No. 4A - 44 B/, Cidiz- Ibagué LINEAS DE ATENCION ALUSUARIO; 2643079 - 2651503 www latoratori com E-mail: izir@hotmail. com
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Anexo C. Método de flotacién con sulfato de zinc, modificado para concentracion de

guistes en material vegetal (Faust et al., 1938).

© N o g A~ w D P

9.

Diluir el sedimento obtenido del lavado de vegetales en 10 ml de agua destilada.
Filtrar a través de dos capas de gaza en un tubo falcon.

Centrifugar durante dos minutos a 4000 rpm.

Eliminar el sobrenadante y resuspender el pellet en 10 ml de agua destilada.
Centrifugar durante dos minutos a 4000 rpm.

Repetir los pasos 4 y 5 hasta que el sobrenadante este limpio.

Eliminar sobrenadante y adicionar 4 ml de solucién de Sulfato de Zinc (1.18).
Resuspender el pellet y adicionar solucién de ZnSO4 hasta un centimetro por
debajo del borde del tubo falcon.

Centrifugar durante dos minutos a 4000 rpm.

10. Llenar el tubo con solucién ZnSO4 hasta el borde y colocar una laminilla

cubreobjetos. Dejar en reposo durante 5 minutos.

11.Recoger la gota adherida a la laminilla con una micropipeta y depositarla en un

tubo eppendorf.

12.Ubicar de nuevo la laminilla en el borde del tubo y dejar en reposo 5 minutos.

13.Repetir los pasos 11y 12 cinco veces.

14.Resuspender en 50 pl de TE y almacenar a 4°C.

Preparacién de la solucion de Sulfato de Zinc (Densidad: 1.18)
1. Pesar 330 g de ZnSOA4.
2. Medir 700 ml de H20dd y adicionarlo al erlenmeyer.

3. Calentar para facilitar la disolucion.

4. Adicionar otros 250 ml de H20dd y mezclar. Volumen total (950 ml).

5. Medir el pH y refrigerar.

Nota: Ajustar la densidad del sulfato (1.15: Agregar mas sulfato de zinc. 1.28: Agregar

mas agua destilada).
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Anexo D. Protocolo de extraccion de acidos nucleicos por Fenol-Cloroformo-Alcohol
Isoamilico (FCAI).

Extraccién de acidos nucleicos por FCAI

e A 500 pl de muestra digerida, adicionar el mismo volumen de Fenol-Cloroformo-
Alcohol Isoamilico (25:24:1) en un tubo Eppendorf de 1.5 ml.

e Mezclar por inversion suavemente durante 5 minutos.

e Centrifugar a 12000 r.p.m. durante 3 minutos.

e Colocar el sobrenadante en un tubo Eppendorf nuevo y agregar un volumen igual
de Cloroformo-Alcohol Isoamilico (24:1).

e Mezclar por inversion durante 5 minutos

e Centrifugar a 12000 r.p.m. durante 3 minutos.

e Colocar el sobrenadante en un tubo eppendorf nuevo, agregar 10% de volumen
de acetato de sodio 3 My el doble de volumen de etanol absoluto frio.

e Mezclar por inversion.

e Colocar el tubo en cama de hielo durante 15 minutos.

e Centrifugar a 14000 r.p.m. durante 10 minutos.

e Descartar el sobrenadante.

e Adicionar 500 ul de etanol al 70%.

e Centrifugar a 12000 r.p.m. durante 5 minutos.

e Eliminar el sobrenadante, dejar secar el pellet y agregar 50 pl de TE (Tris-EDTA,
pH 8.0).

e Almacenar a 4 °C. Hasta la purificacion
Purificacion de ADN por Fenol Cloroformo Alcohol-Isoamilico
e Adicionar a la muestra 450 pl de H20dd y 2,5 pl de ribonucleasa A (Solucion de
trabajo 50 pg/ml).

e Dejar en digestion en bafio Maria durante 1 hora a 37°C.
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e Repetir el procedimiento de extraccion por el método Fenol- Cloroformo- Alcohol
Isoamilico.
e Resuspender en 50 ul de TE (Tris-EDTA pH 8.0)

e Almacenar a 4°C
Preparaciéon de FCAI (25:24:1) y CAIl (24:1)
e Para un volumen de 100 ml de FCAI, adicionar 50 ml de fenol saturado con Tris-
HCI, 48 ml de cloroformo y 2 ml de alcohol Isoamilico.
e Para un volumen de 100 ml de CAI, mezclar 96 ml de cloroformo y 4 ml de alcohol
Isoamilico

Preparaciéon de acetato de sodio 3M pH 5,2 (100 ml)

Pesar 40,81 g de Acetato de sodio (C2HsNaO2. 3H20) y llevar a 100 ml de H20Odd. Medir

y ajustar el pH a 5,2 con acido acético glacial, y autoclavar a 15 Lb durante 10 minutos.

Preparaciéon de TE (50 ml)

Mezclar 0,5 ml de Tris-HCI 1M pH 8 y 0,1mL EDTA 0,5M pH 8. Adicionar 49,4 ml de
H20dd.

Fuente: LIPT
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Anexo E. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6%

Componentes para preparar gel de acrilamida al 6%

_ Volumen

Reactivos

10ml 12ml
H-Odd (ml) 6 7,2

Acrilamida 30% (ml) 2 2,4
TBE 5X (ml) 2 2,4
Persulfato de amonio (ul) 80 84
TEMED (pl) 4 4,2
Fuente: LIPT

Procedimiento:

Limpiar vidrios, separadores y cauchos con agua desionizada y etanol 70%, secar
con un pafio limpio.

Ensamblar la cAmara molde del gel de poliacrilamida.

Adicionar agua a la cAmara, esperar de 1 a 3 minutos, para verificar que no haya
filtracion. Seguidamente retirar el agua y secar la.

Mezclar en un recipiente de vidrio limpio los componentes del gel de
poliacrilamida.

Servir la solucién de poliacrilamida en la camara de electroforesis, colocar el peine
adecuado teniendo en cuenta que no se formen burbujas.

Esperar a que el gel se polimerice.

Adicionar buffer de carga a las muestras (1 ul de buffer de carga 6X por cada 5 pl
de muestra)

Retirar el peine, lavar las canaletas con agua desionizada y TBE 1X nuevo
utilizando jeringa para retirar el exceso de acrilamida.

Realizar el montaje de la camara molde en la camara de electroforesis, agregar
TBE 1X en los contenedores de la camara.

Sembrar aproximadamente 4 pl de muestra en cada canaleta.
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e Conectar los cables a la fuente de poder y dejar a 80 voltios (El tiempo del corrido
varia dependiendo del tamafio del gel fragmento y el area del gel)-

Preparacion de acrilamida al 30%

Componentes de la Acrilamida al 30%

Componente 100 ml
Acrilamida 29(0)
NN-metilen-bisacrilamida 1(9)
H-Odd Aforar a 100 (ml)
Fuente: LIPT

Procedimiento:

e Pesar los componentes y se adicionan en un frasco previamente rotulado con la
cantidad de H20dd a utilizar. Es necesario usar doble guante, tapaboca, careta y
bata manga larga como medidas de proteccion para pesar los componentes, ya
gue la acrilamida es neurotoxica.

e Adicionar H20dd y llevar a bafio de maria a 37 °C hasta que se disuelva.

e Cubrir con papel aluminio el frasco, rotularlo y almacenarlo a 4 °C

Preparacién de persulfato de amonio 10%: Pesar 1g de persulfato de amonio y llevar
a 10ml con H20dd.

Protocolo coloracion con nitrato de plata para geles de poliacrilamida al 6%:
Componentes de las soluciones usadas para la coloracion de geles de poliacrilamida al
6%

Solucioén Fijadora

Etanol absoluto 40ml
Acido acético 1ml
H.Odd Llevar a 400 ml

Solucién con Nitrato de Plata
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Nitrato de plata 0,159

Solucién fijadora 50 ml
H.Odd 100 ml
Solucion Reveladora
Formaldehido 1ml
H.Odd 140 ml
NaOH 249
Fuente: LIPT

Procedimiento:

Preparar cada una de las soluciones (Fijadora, nitrato de plata y reveladora).
Cuando el corrido haya finalizado, adicionar la solucion fijadora en una bandeja limpia
y en ella colocar el gel de poliacrilamida. Desmontar el gel de poliacrilamida retirando
los vidrios, verificar la orientacién del gel.

Agitar suavemente durante 5 minutos

Retirar la solucion fijadora y adicionar la solucion de nitrato de plata. Agitar
suavemente durante 10 minutos.

Retirar la solucion de nitrato de plata, lavar rapidamente con agua desionizada.
Seguidamente, retire el agua.

Adicionar la solucién reveladora y agitar constantemente hasta que sean visibles las
bandas y el gel tomé la tonalidad deseada.

Retirar la solucion de revelado y adicionar solucién fijadora.

Para fijar el gel, se humedece una hoja de papel celofan con solucion fijadora y se
cubre un vidrio de montaje. sobre este, se coloca el gel y encima otra hoja de papel
celofan humedecido. Evitar la formacién de burbujas; una vez deshidratado el gel

despegar y recortar.

NOTA: No adicionar las soluciones directamente sobre el gel y no toque el gel durante

el proceso de coloracion.
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Anexo F. BLAST descriptivo de los primers usados en la deteccion de Giardia duodenalis

(1), Blastocystis spp (2), Toxoplasma gondii (3) y Cryptosporidium spp (4).

1.

$Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected:40
it Alignments [®Download v GenBank Graphics Distance tree of results o

Dascraton S!::e ST::L g:jgr' vaIEue I::r:t cttatico

Giardia infestinalis isolate S8C5 beta-giardin gene, partial cds 528 528 52% 6e-04 100.00% KYB12242.1

Giardia intestinalis isolate CD32 beta-giardin gene, partial cds 528 528 52% 6e-04 100.00% KY979500.1

Giardia intestinalis strain VANC/96/UBC/126 beta-giardin (bg) gene, partial cds 528 528 52% 6e-04 100.00% KPEBT765.1

Giardia intestinalis voucher VANC/90/UBC/62 beta-giardin (bg) gene, complete cds 528 528 52% 6e-04 100.00% KM190700.1

Giardia intestinalis voucher VANC/85/UBC/2 beta-giardin (bg).gene, complete cds 528 528 52% 6e-04 100.00% KM190682.1

Giardia intestinalis voucher VANC/S0/UBC/57 beta-giardin (bg) gene, complete cds 528 528 52% 6e-04 100.00% KM190678.1

Giardia intestinalis clone 46c2 beta giardin (bg) gene, partial cds 528 528 52% 6e-04 100.00% HQ179591.1

Giardia intestinalis clone 2c2 beta giardin (bg) gene, partial cds 528 528 52% 6e-04 100.00% HQ179590.1

Giardia intestinalis isolate GL784 clone d beta giardin gene, partial cds 528 528 52% 6e-04 100.00% FJ9714231

Giardia intestinalis isolate GL784 clone ¢ beta giardin gene, partial cds 528 528 52% 6e-04 100.00% FJ9714221

Giardia intestinalis isolate GL784 clone b beta giardin gene, partial ods 528 528 52% 6e-04 100.00% FJ971421.1

Giardia intestinalis isolate GL784 clone a beta giardin gene, partial cds 528 528 52% 6e-04 100.00% FJ9714201

Giardia intestinalis isolate GL448 beta giardin gene, partial cds 528 528 52% 6e-04 100.00% FJ9714171

Giardia intestinalis isolate GLAZ20 beta giardin gene,_partial cds 528 528 52% 6e-04 100.00% FJ9714101

Giardia intestinalis isolate GL88 clone a beta giardin gene, partial cds 528 528 52% 6e-04 100.00% FJ971409.1

Giardia intestinalis isolate H2-001 beta-giardin gene, partial cds 528 528 52% 6e-04 100.00% FJo0g208.1

Giardia lamblia ATCC 50803 Hypothetical protein (GL50803 32265) mRNA, complete cds 528 528 52% 6e-04 100.00% XM 0017053741

2.

Sequences producing significant alignments:

Select: All None Selected: 100
it Alignments [EDownload ~ GenBank Graphics Distance tree of results o

Descpic] Sh(’:::e ST:::L gzz Va|IEue I:eer:t gccatacn

B is isolate B.h IR-MAZ 7 185 ribosomal RNA gene,_partial sequence 547 547 51% 2e-04 100.00% KU358221.1
Blastocystis hominis isolate B.h IR-MAZ 6 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 54.7 547 51% 2e-04 100.00% KU358220.1
Blastocystis hominis isolate B.h IR-MAZ 5 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 54.7 547 51% 2e-04 100.00% KU359219.1
Blastocystis hominis isolate B.h IR-MAZ 4 18S ribosomal RNA gene, partial sequence 547 547 51% 2e-04 100.00% KU359218.1
Blastocystis hominis isolate B.h IR-MAZ 3 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 547 547 51% 2e-04 100.00% KU359217.1
B is hominis isolate B h IR-MAZ 2 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 547 547 51% 2e-04 100.00% KU358216.1
Blastocystis hominis isolate B.h IR-MAZ 1 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 54.7 547 51% 2e-04 100.00% KU358215.1
Blastocystis hominis partial 185 rRNA gene, isolate cluster B 54.7 547 51% 2e-04 100.00% AM118078.1
Blastocystis hominis partial 185 rRNA gene, isolate cluster A 547 547 51% 2e-04 100.00% AM118078.1
Blastocystis hominis partial 185 rRNA gene, isolate cluster C 547 547 51% 2e-04 100.00% AM117938.1
Blastocystis sp. isolate 75Sumid small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5.8S ribosomal RNA gene, completr 52.8 528 57% 6e-04 96.88% MHG68258.1
Blastocystis sp. isolate 1Sumid small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcribed spacer 1 and 5.85 ribosomal RNA gene, complete 52.8 528 57% 6e-04 96.88% MH668256.1
Blastocystis sp. subtype 3 isolate ZOTU203 185 ribosomal RNA gene, partial sequence 52.8 528 657% 6e-04 96.88% MH623044.1
Blastocystis sp. isolate HH5 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 528 6528 50% 6e-04 100.00% MK418914.1
Blastocystis sp. isolate 217BL-P small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence 528 6528 50% 6e-04 100.00% MG2148851
Blastocystis sp. isolate 128B| -P small subunit ribosomal RNA gene,_partial sequence 528 528 50% 6e-04 100.00% MG214883.1
Blastocystis sp. isolate 107BL-P small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence 528 528 50% 6e-04 100.00% MG214881.1
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3.

Sequences producing significant alignments:
Select: All Hone Selected:0

11 Alignments

Max @ Total CQuery E

401 401 100% 029 100% KOETO3E2.1
401 40.1 100%  0.29 100% pEXI70E21.1
40.1 40.1 100%  0.29 100% FXIZTFO0S20.1

401 40.1 100% 029 100% KXSTOI7TO1

401 40.1  100% 029 100% HXITOSTS.1

Description score | score | cover | value Ident Accession

[ gondii isolate M50& 13 B1 gene. partial cds 40.1 401 100% 029 100% HUSS5T55.1
[] Toxoplasma gondii 51 (b1) gens, partial cds 401 40.1 100% 029 100% HKRESSDGES2.1
[ Ioxoplasma gondii GRAS gene for granule antigen protein GRAS, partisl sequence, isolste: | 40.1 40.1  100% 029 100% AST43597.1
[ Towoplasma gondii GRAS gene for granule antigen protein GRAS. padial sequence isolate: | 401 40.1 100% 029 100% AST43505.1
[] Toxoplasma gondii GRAS gene for granule antigen protein GRAGS, partial sequence. isolate: | 40,1 40.1 100% 029 100% AST43593 1
[0 Toxoplasma gondii GRAS gene for granule antigen protein GRAG, partial sequence, isclate: | 401 401 100% 029 100% AST43502 1
[0 Ioxoplasma gondii isolaste Coalstilla184 glycerod-3-phosphate dehydrogenass (B1) gene. ro401 401 100% 029 100% EX2T0S30
D Tomoplasma gondii isolate Tecusnillol 78 ghycerol-3-phosphate dehydrogenase (B1) gene, ps 40.1 40.1 100% 029 100% KXETOIS7.1
[ Toxoplasma gondii isolste Tecusnillo17E ghycerol-Z-phosphate dehydrogenase (611 gene, pe 40.1 40.1 100% 029 100% HKXZT0335.1
[ Toxoplasma gondii isolste Tecusnillo177 ghycerol-3-phosphate dehydrogenase (611 gene, pe 40,1 40.1  100% 029 100% FHITO535.1
(| Tosoplasma_gondii isolate Tecuanillod 75 ghyeerol-3-phosphate dehydrogenase (61) gene, ps 401 401 A100% 029 100% HHZTOZ34.1
[0 Toxoplasma gondii isolate Tecuanillo174 glycerol-3-phosphate dehydropenase (811 gene, ps 40.1 40.1 100% 029 100% FHIFO333.1
O

O

O

O

O

O

Toxoplasma gondii isolate Tecoman108 cerpol-3-phosphate dehydrogenase (611 gense, par 40,1 40.1 100% 029 100% HHETOSTT 1

4.

| Cryptosporidium parvum isolate GS 60-kDa glycoprotein (GP60) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% KJBo2723.1
| Cryptosporidium panvum isolate 44311aA13G2R1 B0 kDa ghyeoprotein (gpB0) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% KI716844.1
| Cryptosporidium sp. lle clone 2570 60 kDa gl rotein (gp60) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% KM539057.1
| Cryptosporidium sp. llc clone 451 80 kDa glycoprotein (Qp&0) gene, partial cds 36.2 362 100% 3.7 100% KMS539051.1
| Cryptosporidium sp. llc clone 345 60 kDa glycoprotein (qp&0) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% KM539049.1
~| Cryptosporidium parvum gp60 gene for 80 kDa glycoprotein, partial cds, country: Japan: Hokkaido, Tokachi district 362 362 100% 3.7 100% AB96B045.1
| Cryptosporidium panvum isolate RH7 60 kDa glycoprotein (GP80) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% KC469691.1
| Cryptosporidium parvum isolate RB22 60 kDa glycoprotein (GP80) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% KC469688.1
| Eutrema salsugineurn hypothetical protein (EUTSA v10018320mg) mRNA, complete cds 362 362 100% 3.7 100% XM 008390126.1
| Eutrema salsugineumn hypothetical protein (EUTSA w10018320mg) mRNA, complete cds 362 362 100% 3.7 100% XM 006390125.1
| Cryptosporidium parvum isolate CBhARG 60 kDa glycoprotein 0) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% KF289038.1
~| Cryptosporidium parvum isolate PGIMERS4 60 kDa glycoprotein (GP80) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% KCB13489.1
| Cryptosporidium parvum isolate PGIMER25 60 kDa glycoprotein (Gp0) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% JF495150.1
| Cryptosporidium parvum isolate PGIMERSL 60 kDa glycoprotein (Gp60) gene. partial cds 362 362 100% 3.7 100% JF495153.1
| Cryptosporidium hominis isolate PGIMER4UU 80 kDa gl rotein (Gp60) gene, partial eds 362 362 100% 3.7 100% JrF4951434
| Granulicella tundricola MPSACTXS plasmid pACIX802, complete sequence 362 362 100% 3.7 100% CP0024821
| Cryptosporidium parvum isolate Cp14 60 kilodalton glycoprotein (qp60) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% GU214369.1
| Cryptosporidium panvum isolate Cp13 60 kilodalton glycoprotein (gp60) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% GU214368.1
| Cryptosporidium parvum isolate Cp12 60 kilodalton glycoprotein (qp60) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% GU214367.1
| Cryptosporidium parvum isolate Cp11 60 kilodalton glycoprotein 0) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% GU214366.1
| Cryptosporidium parvum isolate Cp10 80 kilodalton glycoprotein (gp60) gene, partial eds 362 362 100% 3.7 100% GU214365.1
| Cryptosporidium parvum isolate Cp8 60 kilodalton gl rotein (gp60) gene, partial cds 362 362 100% 3.7 100% GU214364.1
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Laura Alejandra Crsorio Delgado ’ 1"1110.556. 265

El autor ylo autores certifican que conocen las derivadas juridicas que se generan en aplicacion de
lo=s principios del derecho de autor.
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