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INTRODUCCION

Blastocystis sp es un protozoo entérico que ha sido aislado previamente en
humanos y animales incluyendo mamiferos, aves, reptiles, artropodo, anfibios y
peces, puede ser transmitido por consumo de agua no tratada o alimentos
contaminados con heces de los hospederos parasitados®#>4°>¢"8.

Este parasito presenta una gran variedad morfologica, entre las cuales se
reconocen las formas vacuolar, ameboide, quistica y granular, se puede presentar
clinicamente como asintoméatica 0 asociarse a signos y sintomas gastrointestinales
tales como diarrea, dolor intestinal, vomito, malestar general, disminucion de peso,
fiebre, anorexia, presencia de moco sin sangre y flatulencias. Puede afectar a
pacientes inmunosuprimidos y estar asociado a colon irritable en diarreas de tipo
cronico, sin embargo, es bastante frecuente encontrarlo en poblaciones

infantiles®10:11:12.13.14

Estudios endoscopicos y biopsias realizadas en pacientes demuestran que éste
parasito se localiza en el intestino grueso en donde puede dar lugar a un proceso
inflamatorio y cambios de la permeabilidad de la pared de éste 6rgano. Por otro
lado, Blastocystis sp secreta sustancias con capacidad de inducir apoptosis

(muerte celular) en las células del epitelio entérico®>16:1718.19.20.21

Este parasito ha tenido una historia controversial en cuanto a su capacidad patdgena,
pues hasta el momento no se ha establecido con claridad si es un patdégeno, un
microorganismo comensal o un oportunista %4324,

Hasta el momento la via de transmision no se ha definido, sin embargo algunos
estudios realizados han encontrado trasmision entre miembros de una misma
familia, pacientes internados, comunidades sin un manejo sanitario adecuado, por
medio del consumo de agua sin hervir, transmision fecal-oral, por falta de higiene,

como también la ruta humano-animal que adn esta en estudio*%>2°



Segun las investigaciones en especies animales que presentan infeccion por
Blastocystis sp encontramos una variedad de hospederos como el perro, gato,
cerdo, primates, aves, roedores entre otros'%*327:28:29.30

Los analisis de laboratorio clinico que se realizan para la deteccion de Blastocystis
Sp con una aproximacion mas directa al diagndstico, se llevan a cabo a través de
los exdmenes coproparasitologicas empleando muestras seriadas de heces,
meétodos de sedimentacion bifasicos, coloraciones permanentes como la tricromica
y hematoxilina férrica, la utilizacion de la prueba de ELISA(Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) para la evaluacion de la infeccion y a través de pruebas
moleculares como la PCR (Polymerase Chain reaction) que permiten una
determinacién con una mayor sensibilidad que los métodos convencionales
15,31,32,33.

El diagnéstico de esta parasitosis intestinal se realiza usualmente haciendo un
estudio de las heces con un montaje directo o por medio de técnicas de
concentracién®®. Sin embargo las técnicas moleculares son de mayor sensibilidad
y especificidad para hacer el diagnodstico de esta parasitosis, de tal forma que
algunas de ellas logran determinar los subtipos, y de esta forma acrecentar el

conocimiento epidemiolégico en cuanto a la transmision del parasito®71:8>88:89

La blastocystosis se puede prevenir teniendo en cuenta algunas practicas de higiene y
cuidado como: 1. Una buena frecuencia de lavado de las manos con abundante agua y
jabon, 2. Hervir el agua de consumo, 3. Lavar bien los alimentos antes de consumir, 4.
Lavar los utensilios de cocina antes de utilizarlos, 5. Prestar mayor atencién en los
menores de edad debido a que ellos estan mas propensos a contagiarse por estar en

contacto con elementos posiblemente contaminados®

La prevalencia de este parasito varia mucho de un pais a otro y dentro de
comunidades de una misma region, mientras en las naciones industrializadas
varia de 0,3% a 33% , en los paises en via de desarrollo fluctia entre 0,8% a
95,7%, 9237383940 qado que entre los factores de riesgo para la infeccién por
Blastocystis sp estan el bajo nivel socio-economico, insuficiente suministro de

agua potable y alimentos contaminados, mala higiene personal, exposicion a



animales, bajo nivel educativo, desnutricion y deficiente cobertura del servicio de

sal Ud1'41'42'43.

Estudios adelantados en varios paises para determinar la prevalencia de
Blastocystis sp en poblacién infantil ha demostrado que varia de 0,8% a 100% sin
diferencias entre géneros*#44>:46:47.48

En Colombia, la blastocistosis fluctia en poblacion humana de 0,8% a 88% sin
distinguir ~ hospederos  sintomaticos 0  asintomaticos?0:49:50:51:52.53.54.55
adicionalmente, se han observado diferentes porcentajes de prevalencia en
poblacién infantil, que fluctian entre 0,8% a 88% !04043°5155.5657.3859.60 " Eqing
andlisis se basan mediante microscopia Optica, con un desconocimiento total de
los subtipos o genotipos que se encuentran circulando en el territorio nacional*.
Por otro lado estudios realizados en animales domésticos, en Colombia la
prevalencia de Blastocystis sp es del 55.3% y dentro de este porcentaje, 63,3%
corresponde a los perros. En un estudio realizado en Popayan en caninos con
duefio se registré un porcentaje de 14,8% (55/372)%, lo cual puede indicar una
importante fuente de trasmisién al humano'®**®'. Se debe agregar que para el
departamento del Cauca el diagnéstico de parasitismo intestinal se hace por

medio de coprologia.

La epidemiologia molecular es muy variable entre paises y de una regién a otra,
ha sido de gran importancia a nivel clinico debido a que gracias a su eficacia y
sensibilidad que muestra en los resultados de parasitismo intestinal, se ha logrado
establecer diagnosticos tempranos y apropiados, que cobran gran importancia
para la prevencion, vigilancia, control y tratamiento, especialmente cuando las

técnicas convencionales han sido muy limitadas para lograr estos propositos.

De manera que éste trabajo se realizé con el fin de aplicar biologia molecular
como la PCR por sus siglas en inglés (polymerase chain reaction) para la

deteccién de Blastocystis sp en muestras de heces provenientes de nifios de una



institucion escolar y sus mascotas caninas, en el municipio de Popayan, siendo

éste el primer estudio de esta naturaleza realizado en el departamento del Cauca.



JUSTIFICACION

En Colombia el parasitismo intestinal ocasionado por Blastocystis sp. es muy
frecuente en la poblacién infantil y puede pasar desapercibido al presentarse sin
ningtn cuadro clinico'*%3*%28 En algunas ocasiones puede provocar signos y
sintomas que van desde diarrea, distension abdominal, flatulencias, respuesta
inflamatoria sin presencia de sangre, fiebre y pocas veces prurito anal y urticaria;
éstas situaciones provocan ausentismo escolar, disminucion en su capacidad
cognitiva y problemas de mal nutricion'®64%,

Blastocystis sp puede parasitar al ser humano, pero también puede infectar
diversos hospederos animales (perros, primates no humanos, aves, roedores,
etc.), sin embargo poco es lo que se conoce sobre los subtipos, que se podrian
compartir entre estos hospederos vertebrados y su rol en la transmisién de la

parasitosis hacia los humanos*#*.

Por otra parte estudios adelantados en varios paises para determinar la
prevalencia de Blastocystis sp en nifios, muestran que esta va de 1.1% a 48.7%

sin diferencias entre géneros*.

El coprolégico acompafiado de métodos de concentracidbn son procedimientos
validos para la deteccion de Blastocystis sp ya que es la mas utilizada en los
laboratorios debido a su bajo costo y la sencillez de la prueba, sin embargo esta
requiere de experiencia y al mismo tiempo es poco sensible e inespecifica, ya que
los quistes pueden confundirse con otros parasitos que presentan morfologia
semejante, por lo cual algunos autores manifiestan que la técnica molecular
PCR?3:26.6067.6869.70 ‘b5 demostrado ser de vital importancia con el fin de esclarecer
la dindmica de trasmision, los factores determinantes de la infeccion tanto en
aislados provenientes de animales como de Humanos, y por otra parte brinda una

mayor sensibilidad, especificidad y rapidez?*® ®6:67. 70.74.72.73,

Por ésta razén, el presente proyecto propuso la implementacién de la técnica a
nivel molecular, PCR, ya que permite determinar la presencia de Blastocystis sp
debido a la amplificacion del ADN, mejorando con ello el diagndstico y asi amplia

el conocimiento de la epidemiologia en el Cauca.



MARCO TEORICO

Historia

Blastocystis sp es un protozoo anaerobio que se encuentra con mayor frecuencia

en el intestino ya sea de animales o del humano®**>*,

El parasito fue descrito por Alexeief (1911) quien le dio el nombre de Blastocystis
enterocola y Brumpt (1912) con el nombre de Blastocystis hominis, en donde
hasta ése momento no se prestd mayor interés y se lo consider6 como una
levadura, tan solo 1967 Charles Zierdt y colaboradores retomaron el interés por el
pardsito presentando evidencia para clasificar a Blastocystis hominis como un

protozoario®"*.

Hoy en dia la realizacion de estudios filogenéticos de la subunidad pequefia del
rRNA y la subunidad de rDNA acerca de éste parasito ha permitido ubicarlo como
un protozoo, supergrupo chromoalveolata, primer rango Stramenopiles, segundo

rango opalinata, género Blastocystis™>">"®.

Actualmente con los avances de las técnicas moleculares se ha logrado
comprobar la gran variabilidad genética tanto en humanos como en animales, por
lo cual se ha propuesto la eliminacién de la nomenclatura Blastocystis hominis
para aquellos aislamientos en personas y ser remplazada por la de Blastocystis sp

segun el consenso de 2007%°.

Ciclo de vida

En cuanto a la trasmision de este parasito en humanos se asume que es por via
fecal-oral, y la literatura a nivel mundial agrupa a la blastocistosis como una
infeccion olvidada causada por un protozoo asociada a la calidad de agua
consumida por las comunidades, pero también se observa la infeccibn como una

entidad zoonoticalt’""®
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Blastocystis sp se encuentra localizado en el colon en donde se han detectado
cuatro formas de reproduccion asexual: Divisibn binaria; Plasmotomia que
consiste en la formacion de varios nucleos, que dan origen a varios organismos;
Endodiogenia en la que una célula madre da origen a dos hijas, antes de que se
divida el parasito; y Esquizogonia, que es la formacion de gran cantidad de células
hijas que forman un esquizonte®, sin embargo hasta el momento el Ginico modo de
divisién demostrado es la fision binaria®*>%2*

Este parasito registra numerosas formas evolutivas (vacuolares, granulares,
ameboidales, avacuolares, multivacuolares y quisticas) que conforman un ciclo

vital atin en estudio™"®. Figura 1
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Figura 1. Ciclo de vida. En este ciclo se evidencia diecisiete subtipos (St) de
Blastocystis sp. y sus respectivos hospederos intermediarios. Tomado de: Amaya,
et al. 2015.

Epidemiologia

Epidemiolégicamente la distribucion de éste organismo es mundial, probablemente

es el parasito mas comun, con un porcentaje que oscila entre 0,8% a 100% de

prevalencia en paises tropicales y 0,3% a 33% en paises desarrollados™>**"°.
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De acuerdo a investigaciones a nivel mundial, la presencia de Blastocystis sp en
poblaciones humanas se asocia con la eliminacion de las heces, deficiente
saneamiento ambiental, contaminacion de agua y alimentos que se consumen
crudos como frutas y verduras, un bajo control veterinario de mascotas que son

hospederos del parasito o contacto con otros animales, entre otras>>®.

Diagnostico

El diagnéstico parasitologico se realiza por coprologia, el cual aumenta la
sensibilidad de la busqueda del protozoo; también se debe acompafiar con
técnicas de concentracion de heces como ritchie-frick o sheatter las cuales
aumentan la probabilidad de ver el parasito por un profesional con experiencia en
el laboratorio clinico®. Esta técnica es empleada para la busqueda de huevos,
quistes y larvas de parésitos, no importa la densidad que tengan. Se utiliza para
protozoos y helmintos®* 2°.

Por otro lado las tinciones de frotis de heces como hematoxilina o tricomica son de
gran utilidad pero estas no suelen estar estandarizadas en laboratorios clinicos de
primer nivel de atencién en Colombia y otros paises.

Otras pruebas que no son de rutina como la ELISA y PCR, son de mejor
sensibilidad y especificidad pero lastimosamente no se encuentran de gran acceso

en los centros hospitalarios™>®*.

Se debe recalcar la importancia de una buena historia clinica realizada a los
pacientes humanos que permita una sospecha de esta parasitosis en las personas

acompafada de una buena anamnesis

Técnicas moleculares

La biologia molecular y la genética han contribuido al amplio conocimiento acerca
de Blastocystis sp, es por ello que hoy dia es importante conocer las diferentes

técnicas empleadas entre las cuales tenemos:
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La PCR es una técnica molecular in vitro que permite la sintesis de grandes
cantidades de un fragmento especifico de ADN. Esta técnica tuvo éxito a
mediados de los 80s, gracias al descubrimiento por Mullis y sus colaboradores,
haciéndolos merecedores del el premio Nobel. Sus ventajas y caracteristicas han
permitido descubrir importantes hallazgos para la epidemiologia molecular,
genética y oncologia, debido a que es altamente especifica, susceptible, y

versatil®?.

Esta técnica ha sido empleada en diagnostico de enfermedades hereditarias,
infecciosas, prenatales, oncolégicas, y medicina forense, demostrando asi el
potencial para la investigacion y las aplicaciones clinicas®®3. Como también ha
sido utilizada para discriminar cepa, especie, y el potencial patogénico de

aislamientos de Blastocystis sp®’.
Tratamiento

El tratamiento para Blastocystis sp por lo general no es necesario, pero el
suministro de medicamento dependera del sistema inmunitario del paciente,™®°°.
Cuando se decide suministrar tratamiento se utiliza: 5-nitroimidazoles, el mas
frecuente a suministrar es el metronidazol (1.5 gr/dia, por diez dias); cuando estos
medicamentos son intolerables para el paciente o no han causado efecto, se
utilizan dos medicamentos alternativos como lo son: trimetoprim-sulfametoxasol (6
mg/kg/dia, la primera dosis y 30 mg/kg/dia la segunda dosis por siete dias) y
nitazoxanida (dos veces al dia por tres dias, 500mg adulto; 200mg cuatro a doce

meses; 100mg menores de cuatro meses)®
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ANTECEDENTES

En Nueva York se realizaron estudios en el laboratorio de Centro Médico
Montefiore, Albert Einstein College of Medicina, para detectar la presencia de
Blastocystis sp, llegando a la conclusién que este parasito intestinal es prevalente
en heces de humanos con un porcentaje del 16%(62/358)*'. Lee (1991) indica que
de todos los organismos observados en heces, B. hominis ocupa el segundo lugar

en frecuencia, estando por debajo de las levaduras®.

Los estudios en diferentes localidades geograficas han empleado una serie de
meétodos para la investigacion acerca de la variacion genética de blastocystosis
utilizando en pequefas sub unidades de rRNA, éstos analisis dejaron en evidencia
gue no habia una correlacion entre Blastocystis sp de las localidades geograficas
y los STs .

Al sur de Taiwan el porcentaje de Blastocystis sp. en matrimonios inmigrantes fue
del 20.4% y en extranjeros del 18.1% siendo el parasito méas prevalente, llegando
a la conclusién que éste protozoo se trasmite por via fecal-oral ®; se cree que los
aislados de este organismo son potencialmente zoonoticas debido a que se han
encontrado algun grado de relacién con los genotipos de otras especies, sin
embargo la trasmision de esta parasitosis de humanos hacia animales no ha sido

confirmada experimentalmente.

Estudios realizados actualmente en Africa en la ciudad de Senegal, han revelado
un alto indice de prevalencia alcanzando el 100%, todos estos casos fueron
causados por los subtipos 1,2,3 y 4 con un predominio del subtipo 3, para estos
andlisis se utilizé el PCR cuantitativa con cebadores dirigidos al gen SSU rDNA,
éste alto indice de prevalencia de Blastocystis sp en los paises en desarrollo

hacen que sea un verdadero reto para las autoridades de la salud publica®’.

En Suramérica existen investigaciones que reportan la presencia de Blastocystis
sp, los estudios en paises como Peru acerca de los sintomas y factores asociados

a la infeccién por éste parasito, han registrado que los pacientes sintomaticos

14



estan asociados con este protozoo ocasionando dolor abdominal y urticaria, su

infeccién se relacionaria por consumo de agua sin hervir.

En ciudad Bolivar, Venezuela, reportan que los nifios entre los 3 y 6 afios de edad
de un preescolar correspondientes a estratos socioecondémicos medio y bajo,
dando como resultado que Blastocystis sp fue el parasito mas dominante con una

frecuencia del 29.09% de 32 casos observandose solamente formas vacuolares®.

En Argentina los estudios fueron realizados en la ciudad de San Luis, en menores
de 12 afios donde se utilizaron muestras de materia fecal en 175 nifilos de los
cuales 14 casos fueron identificados con este protozoo lo que corresponde a una

prevalencia de 4.3%y una frecuencia de 8% de la poblacién parasitada®.

En Colombia se han realizado diferentes estudios acerca de Blastocystis sp con
relacion a su prevalencia; en ciudades como Calarca se estimé la frecuencia de
este protozoo y las posibles asociaciones de infeccién, manifestaciones clinicas y
algunas fuentes ambientales, en una poblacion de 1.993 nifios menores de 5
anos, y se seleccionaron 275 nifios al alzar, dando como resultado la prevalencia
de infeccion en un 57.5% en nifios, y una asociacion significativa entre la

presencia de parasitos en heces y su hallazgo en recipientes*.

Las frecuencias de Blastocystis sp para las diferentes ciudades de Colombia son
el 25% en Suaita, Santander en 2002, en Santa Marta con un 62,6% en 2004, en
Bogota, DC en nifios menores de 5 a 12 afios con un porcentaje del 22.4%, en
Armenia Quindio con una prevalencia del 6,1% en el 2004, Calarca Quindio
36,4%, Medellin 4.8%, en Circasia Quindio el estudio que se realizo fue
determinar la prevalencia de protozoos intestinales en infantes de 2 a 5 afios, se
realizaron tres muestreos para cada nifio, dando como resultado porcentajes del
49.4%, 57%, 64,6% solo para Blastocystis sp.*0°8942,

El no conocimiento de otras formas y la identificacion basada Unicamente en

formas vacuolares han llevado a sub diagnosticar esta parasitosis.
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En el Cauca se realizé un estudio de parasitismo intestinal en perros con duefo y
se encontré que el 14,8% (55/372) presentaba Blastocystis sp en el afio 2004°.
Esta investigacion no conto con las suficientes herramientas de investigacion para
la identificacion de los subtipos y la posible relacion entre huésped y hospedero,
es por eso gque hasta la presente no hay estudios publicados sobre el tema para
esta zona.

En Guapi Cauca, la investigacion del 2005 se observé que los nifios en estudio
presentaron un 30,6% infectados de algun tipo de parasito entre ellos Balstocystis
sp. estos resultados fueron asociados a condiciones sanitarias y sociales de la
region®>.

La blastocistosis es conocida como infeccién zoonoticas olvidada de acuerdo a la
OMS, se conocen prevalencias en animales como roedores, perros, felinos,
cerdos y otros. En Colombia estos porcentajes han fluctuado en mascotas caninas

entre 2% a 37%*% 5190
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinacion molecularmente a Blastocystis sp observados en muestras fecales

provenientes de nifios y caninos en una comunidad en Popayan, Cauca, 2016.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar socio demograficamente a la comunidad infantil y canina vinculada al
estudio.

Determinar la prevalencia de parasitos intestinales con especial énfasis en
Blastocystis sp.

Comparar la eficiencia en el diagndstico de Blastocystis sp. entre el andlisis
molecular PCR y la técnica tradicional.

Establecer la relacion estadistica entre el diagnéstico de Blastocystis sp. a nivel

molecular y las variables de estudio.

17



METODOLOGIA

El trabajo fue desarrollado con el apoyo de ICBF (Instituto Colombiano de
Bienestar Familiar) ubicado en la comuna 8 al suroccidente de la ciudad de
Popayan, teniendo en cuenta a nifilos entre los 19 y 60 meses de edad. La
poblacion de nifios matriculados en este jardin infantil es de 300 de los cuales se

obtuvo 258 muestras fecales.
Tomas de muestra y analisis de laboratorio

Las muestras de materia fecal fueron recogidas en nifios entre los 19 y 60 meses
de edad que se encontraban matriculados en el ICBF, donde facilitaron la muestra
de materia fecal con el consentimiento de los padres o acudientes que aceptaron
participar en el estudio, como también se les solicito a las familias que tengan
como mascota un perro, la muestra de heces para realizar la busqueda de

Blastocystis sp.

Todas las muestras fueron procesadas por el personal calificado del laboratorio de

Parasitologia, de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad del Cauca.

El estudio coproldgico de las muestras se llevd a cabo por medio de un directo de
heces, acompafada por el método de concentracion de Ritchie-Frick con algunas

modificaciones. (Anexol)
Determinacion Molecular de Blastocystis sp.

Para el analisis molecular de las muestras de estudio, se realizd la extraccion de
DNA por medio del Kit Comercial QlAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany)®*; de acuerdo a los protocolos del fabricante. (Anexo 2).

La Determinacion de Blastocystis sp se llevd a cabo mediante la PCR en tiempo
real para la amplificacion del gen de la SSUr DNA utilizando los primers o
cebadores RD5 (5’ATCTGGTTGATCCTGCCAGT?3) y BhRDr
(5'GAGCTTTTTAACTGCAACG3’). Las condiciones de la amplificacion

consistieron en 40 ciclos a 95°C 15 seg y 58°C 1min. Se empled el sistema

18



TagMan para la qPCRs, en placas de 96 pozos MicroAmp (Applied Biosystems) y

la enzima Tagman Maxtermix' 9%,

Analisis de datos

Para el andlisis de los datos se utilizo el paquete estadistico SPSS version 19 en
el cual se determind las frecuencias de las variables, medidas de tendencia central
y de dispersion. La asociacion entre las variables cualitativas se determiné a
través de la prueba chi cuadrado y el test exacto de Fisher con una significancia

estadistica menor a 0,05.

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal, que fue avalado por el

comité de ética de la Universidad del Cauca.
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RESULTADOS

Para el analisis se incluyeron un total de 258 nifios del area urbana de Popayan,
donde el 51.9% fueron nifios y el 48.1% nifias, sus edades con un 1,6% menores
a 24 meses, seguido de un 15,1% con edades de 26 a 36 meses y mayores hasta

los 60 meses con un porcentaje de 41.8% y 41.5%.

El estrato de mayor poblacién es el nivel uno con un 80.6% seguido del 17.1% de
estrato dos y finalmente el de menor porcentaje el estrato tres con 2.3% de
habitantes, reflejando asi en la prestacion de servicio de salud donde la gran parte
de la comunidad esta afiliada a subsidios del gobierno con un porcentaje del

95.3%, el 3.1% es contributivo y una minoria con 1.6% sin seguro social.

El 67.8% cuenta con vivienda propia, el resto de la poblacion en estudio el 27.9%

vive en arrendo y 4.3% casa de la familia.

En cuanto a la vivienda el material del piso era de cemento 79.8%, baldosa 18.6%,
0.8% tierra y 0.8%madera, las paredes fabricadas en ladrillo en un 67.4% de las

casas.

El 99.6% de la poblacién suministra agua a sus hogares del acueducto urbano y
tan solo un 0.4% veredal. El consumo de agua en las diferentes familias el 81.8%
utiliza el agua hervida; en cuanto al lavado de manos el 96.1% siempre lava sus

manos. Tablal.
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Tabla 1. Perfil socio-demografico de nifios de lafio a 6 afios de un hogar infantil

en Popayan Cauca.

Perfil sociodemografico N (258) Porcentaje
Genero

Masculino 134 51.9
Femenino 124 48.1
Edad (meses)

17-24 4 1.6
26 — 36 39 15.1
37-48 107 41.5
49 - 60 108 41.8
Procedencia

Urbano 252 97.7
Rural 6 2.3
Estrato Social

Uno 208 80.6
Dos 44 17.1
Tres 6 2.3
Afiliacion SGSS

Ninguno 4 1.6
Subsidiado 246 95.3
Contributivo 8 3.1

Tipo de vivienda

Propia 175 67.8
Arrendo 72 27.9
Familiar 11 4.3
Tipo de pared

Ladrillo 174 67.4
Cemento 70 27.1

Tabla 14 54



Perfil sociodemografico N (258) Porcentaje

Tipo de acueducto

Veredal 1 0.4
Urbano 257 99.6
Agua para consumo humano

Hervida 211 81.8
No Hervida 47 18.2

Lavado de manos
Algunas veces 10 3.9
Siempre 248 96.1

Prevalencia de Blastocystis sp. y otros parasitos.

La prevalencia de Blastocystis sp hallada en los andlisis de materia fecal fue del
30.6%(79/258) y 9.3%(24/258) para Giardia lamblia, tabla 2.

En cuanto a la presencia de otros parasitos se observd en menor frecuencia con
un 26% considerando estos como no patégenos para la poblacion humana. No
hay hallazgo de helmintos lo que favorece el estado nutricional de la poblacién

Tabla2.

Tabla 2. Prevalencia de Blastocystis sp y otros parasitos.

Parésito Numero (258) Porcentaje
Blastocystis sp 79 30,6
Giardia lamblia 24 9,3
Entamoeba coli 37 14,3

Chilomastix 3 1,2

Endolimax nana 22 8,5

E. histolytica/E. 4 1,6
dispar/E. moshkovsky

Entamoeba hartmanni 1 0,4
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Se hizo un andlisis entre las diferentes edades de los nifios en estudio, para
observar que rangos presentan con mayor frecuencia el parasito, los datos
estadisticos indicaron que Blastocystis sp se halla en los infantes mayores a 2
afos, en donde no se encontré una diferencia significativa entre la presencia o
ausencia en las diferentes categorias de edades. El rango de edad que no estaba

infectado por el parasito fue el de 17-24 meses, como se muestra en la figural.
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Rangos de edad en meses

Figural. Rango de edades para la presencia o ausencia de Blastocystis sp

utilizando métodos directos.

Al realizar el andlisis bivariado para establecer la asociacion entre la presencia de
Blastocystis sp y las variables evaluadas se observé P=0,049 para el consumo de
agua. Tabla 3
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Tabla 3. Prevalencia de Blastocystis sp en las diferentes variables

sociodemogréficas utilizando el método directo.

Positivos

Variable n/N (%) ICos0% p (Chi?)
Genero
Masculino 42/134 31,3 23,4 39,3 08
Femenino 37/124 29,8 21,7 38,0 '
Edad (meses)
26 — 36 12/39 30,8 15,6 45,9
37 -48 33/107 30,8 21,9 39,7 0,61
49 — 60 34/108 31,5 22,6 404
Estrato Social
Uno 60/208 28,8 22,6 35,1
Dos 18/44 40,9 25,8 56,0 0,22
Tres 1/6 16,7 -26,2 59,5
Afiliacion SGSS
Ninguno 1/4 25,0 -54,0 104,6
Subsidiado 74/246 30,1 243 359 0,47
Contributivo 4/8 50,0 53 94,7
Tipo de piso
Tierra 2/2 100,0
Madera 1/2 50,0 585,3 685,3
Cemento 65/206 31,6 25,2 38,0 0,97
Baldosa 11/48 22,9 10,6 35,2
Tipo de pared
Ladrillo 55/174 31,6 246 38,6
Cemento 20/70 28,6 17,7 39,4 0.88
Tabla 4/14 28,6 1,5 55,6
Tipo de acueducto
Veredal 0/1 0,0 05
Urbano 79/257 30,7 25,1 36,4 ’
Agua para consumo
humano
Hervida 59/211 28,0 21,9 34,1 *
No Hervida 20/47 42.6 27,9 57,2 0,049
Lavado de manos
Algunas veces 2/10 20,0 -10,2 50,2 0.45
Siempre 77/248 31,0 25,2 36,8 ’
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Andlisis por PCR en Blastocystis sp.

Realizando la PCR que permitio amplificar el ADN de Blastocystis se encontrd
una prevalencia de 40.7% que correspondieron a 105 nifios, demostrando que las
técnicas moleculares son mas eficientes que la observacion directa de la materia
fecal, una actividad normal en los laboratorios clinicos de Colombia. No se
encontré una relacion estadisticamente significativa entre las variables del estudio

y la positividad a nivel molecular.
TABLA 4. PCR-Blastocystis sp en las diferentes variables de estudio.

Positivos

Variable n/N %) |Cas04 p (Chi?)
Genero
Masculino 49/134 36,6 28,3 44,8 016
Femenino 56/124 45,2 36,3 54,0 ’
Edad (meses)
17-24 1/4 25,0 -54,6 104,6
26 — 36 21/39 53,8 37,5 70,2 024
37 -48 44/107 41,1 31,6 50,6 ’
49 — 60 39/108 36,1 26,9 45,3
Estrato Social
Uno 81/208 38,9 32,3 45,6
Dos 21/44 47,7 32,4 63,1 0,5
Tres 3/6 50,0 -7,5 107,5
Afiliacion SGSS
Ninguno 4/4 100,0
Subsidiado 96/246 39,0 32,9 45,2 0.02*
Contributivo 5/8 63,5 19,2 105,8 '
Tipo de piso
Tierra 1/2 50,0 -585,3 685,3
Madera 2/2 100,0
Cemento 81/206 39,3 32,6 46,0 034
Baldosa 21/48 45,8 29,2 58,3 ’
Tipo de pared
Ladrillo 71/174 40,8 334 48,2
Cemento 28/70 40,0 28,2 51,8 0,97
Tabla 6/14 42,9 13,2 72,5
Tipo de
acueducto
Veredal 0/1 0,0 04
Urbano 105/257 40,9 34,8 46,9 ’
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Positivos

Variable n/N (%) ICos% p (Chi®) Variable
Agua para

consumo

humano

Hervida 80/211 37,9 31,3 44,5 0.054
No Hervida 25/47 53,2 38,4 68,0 '
Lavado de manos

Algunas veces 4/10 40,0 3,1 76,9 096
Siempre 101/248 40,7 34,6 46,9 '

El porcentaje de Blastocystis sp en mascotas fue de 10% de 10 muestras
evaluadas con el método directo (coproldégico mas técnica de Ritichie-Frick
modificada), mientras que por PCR se obtuvo un porcentaje del 50% (5/10),
aunque el tamafo de la muestra no es significativa se puedo observar que la

técnica de biologia molecular es muy util debido a su alta sensibilidad.
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Rangos de edad en meses

Figura 2. . Rango de edades para la presencia o ausencia de Blastocystis sp
utilizando el método PCR.
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DISCUSION

Este es el primer reporte de blastocistosis en humanos y caninos realizado en el
departamento del Cauca, Colombia, diagnosticado mediante técnicas moleculares
y coproparasitologicas encontrando una prevalencia de 40.7% (105/258) y 30.6%
(79/258) respectivamente en los niflos evaluados y de 50% (5/10) por PCR y 10%
(1/10) en heces en la poblacion canina evaluada. La prevalencia del parasitismo
intestinal fue 48% (134/258) en la poblacion infantil.

La prevalencia encontrada en la comunidad infantil del estudio se encuentra en el
rango reportado en la literatura de la blastocistosis que oscila entre 0,8% y 100%

en paises desarrollados y en via de desarrollo*®9+%.

En Colombia los estudios de prevalencia realizados en poblacién similar varia de
4,3% a 81,9% vy la investigacion realizada en Popayan demostré con técnicas
moleculares un 40.7%. Sin embargo, la prevalencia en este estudio alcanzé esta
magnitud por la utilizacion de la PCR, que como lo indica diferentes articulos
aumenta la probabilidad de hallar el ADN de Blastocystis sp en heces ya que estos
métodos moleculares demuestran mayor sensibilidad que técnicas tradicionales
como el coprolégico donde se busca algun estadio del ciclo de vida del

parasito®:66:67:70.71:35.96

En Colombia el acceso a las técnicas moleculares se encuentra restringido a
instituciones 0 grupos de investigacion que posean esta tecnologia lo que
usualmente no se encuentra en los laboratorios de primer nivel de atencion en
salud de los hospitales o clinicas de los municipios del pais. Cabe anotar que la
PCR si resulta asequible de acuerdo a un estudio del 2007 realizado en
Dinamarca que demostr6 que los costos aproximados del tiempo para el
diagnéstico de Blastocystis sp a nivel molecular oscil6 entre 0,5 USD/10 minutos y
5 USD/240 minutos®”.

La utilizacion de la PCR permite mejorar la epidemiologia a nivel molecular que
redunda en un diagndstico y tratamiento rapido a bajo costo para que el médico
tratante realice una mejor actividad para el control de la blastocistosis. Esta
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investigacion realizada en Popayan permitiria a futuro una mejor vigilancia para las

parasitosis que se asocian a la transmision por el agua.

En este estudio se evidencio una asociacion estadisticamente significativa con las
variables agua para consumo humano y con la afiliacion Sistema General de
Seguridad Social (SGSS) en donde investigaciones nacionales indican que la
blastocistosis esta relacionada directamente a factores ambientales, educativos,

contacto con las heces de animales hospederos, aseo personal entre otros*.

La poblacién en estudio indica que el 80.3% pertenecen a zonas vulnerables en
donde se puede encontrar un bajo nivel educativo y por ende no obtener
informacion adecuada para evitar y controlar el parasitismo, como son el lavado de
manos, el buen aseo personal, los alimentos bien cocinados y tener en cuenta que
los infantes son mas propensos a ser infectados lo que coincide con la literatura

mundial y nacional**344,

Aungue en este estudio no se encontr6 una relacién significativa entre las
diferentes variables ambientales, se observd Blastocystis sp en 81 nifios que
indicaron siempre haberse lavado las manos ante lo cual la parasitosis se esta
adquiriendo de otra forma por la capacidad de tolerancia del parasito a factores
ambientales como lo demuestra el estudio de Londofio et al publicado en el 2014
donde hallaron el parasito en superficies como el piso, ufias, losa, manos, agua de

panela y el consumo de alimentos infectados®®.

De acuerdo al andlisis bivariado se observo que 63 nifios consumian agua hervida
y estaban infectados con el pardsito, lo que indica que aunque la comunidad tome
medidas de precaucion es notable que no lo hacen de una manera adecuada. La
literatura menciona que uno de los mecanismos mas importantes de la transmision
de Blastocystis sp. es la via oral-fecal, en la cual las manos sucias es un factor

relevante®.

Para el consumo de agua se observd que hay una relacion estadistica con el

parasito 0,049% siendo una de las formas de transmision hacia las personas asi

28



como lo reportan otras investigaciones del nivel nacional y mundial****%° pe
acuerdo a este estudio una medida de control y eliminacion de Blastocystis sp
seria que se mejorara el método para consumir agua apta para el ser humano

como es hervirla o comprarla envasada.

Blastocystis sp también fue encontrado en la materia fecal de los caninos, por
montaje de heces fue de 10% (1/10) y por PCR del 50% (5/10), demostrando la
mayor sensibilidad de la técnica a nivel molecular para el diagnéstico de esta
parasitosis, situacion que ha venido demostrandose con diferentes publicaciones
que anotan que las técnicas moleculares son méas Uutiles que las metodologias

convencionales como el coprolégico™%:691%,

En un estudio realizado en el departamento del Quindio donde analizaron las
muestras fecales de mascotas, encontraron un 66.3% de blastocistosis para los
perros evaluados; en Popayan en el 2005 también se demostré Blastocystis sp en

un 14.8% de 372 caninos evaluados®16:4%°¢

Con este estudio de blastocistosis por medio de PCR en muestras de materia fecal
de caninos se evidencio un 50% (aclard que solo se examinaron 10 heces), estos
resultados podrian indicar que estos animales pueden ser una fuente importante
en la cadena de trasmision debido a que estan en contacto directo con su duefio,
por ello es importante resaltar que estas mascotas deben tener un adecuado

control veterinario para disminuir el riesgo de infeccién hacia sus duefios®*64°%,

En los analisis se observo otros parasitos encontrandose Entamoeba coli 14.3%,
Chilomastix mesnili 1,2%, Endolimax nana 8.5%, E. hartmanni 0.4% en menor
frecuencia lo que nos indica que estos pardsitos son no patégenos para la

poblacion®?.

La prevalencia del complejo E. histolytica/E. dispar/E. moshkovsky fue de 1.6%,

pero seria bien importante que se mejorara la epidemiologia de estas especies ya
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gue para Colombia se ha registrado la presencia de E. dispar y E. moshkovsky en

muy altas frecuencias diferente a la amibiasis'®t10%103.104.105

En el pais se han realizado tres encuestas para determinar la morbilidad del
parasitismo intestinal. La primera encuesta (1965-1966) reportd una prevalencia
nacional de 88%, mientras en la segunda (1977-1980) fue de 81.8%, el 63% por
parasitos patégenos’®. La tercera encuesta nacional se realiz6 2012-2014 y se
llevo a cabo s6lo en poblacion infantil de 7 a 10 afios y registré a partir de 6045
muestras analizadas, una positividad de 81% y las siguientes prevalencias por
especies: E. histolytica 17%, G. lamblia 15.4%, Trichuris trichiura 18.4%, Ascaris
lumbricoides 11.3% Yy uncinarias 6.4%. Cabe resaltar que los porcentajes son
mayores en las zonas rurales en comparacion con la urbana, salvo en los casos

de giardiasis>®

Con relacién al Cauca, esta ultima encuesta Unicamente evalué un pequefio grupo
de nifios de los municipios de El Tambo y Rosas, lo que no permite hacer una
inferencia hacia la situacion del parasitismo intestinal de toda la poblacién infantil
del departamento, considerando que éste se conforma por 42 municipios que
comprenden zonas de diferente altitud, con otros costumbres y habitos

dependiendo de la zona geogréfica y de la urbanizacién .

El presente estudio reporta ausencia de helmintos en los nifios menores a 60
meses, la presencia de estos parasitos se debe especificamente a factores
ambientales para su ciclo de vida, es decir tener unas condiciones 6ptimas para el
desarrollo del parasito. Los datos estadisticos indicaron que la poblacion en
estudio se encontraba en zona urbana y el piso de sus viviendas son de cemento,

lo que reduce el riesgo de infeccién por estos gusanos'®®

Un estudio de meta-analisis, que establecio la relacion entre el acceso a agua
potable, medidas de saneamiento e higiene, WASH (por sus iniciales en inglés
water, sanitation, and hygiene), y la infecciéon por geohelmintos, indicé que el uso

de agua tratada, medidas de higiene basicas como el lavado de manos antes de
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comer y después de defecar, el uso de jabon, y el uso de zapatos, se asocié con
menor probabilidad de infeccién por estos gusanos, situacion que pudo haber
ocurrido en esta investigacion de acuerdo a la tabla 1 y 3.%°

En Colombia la politica institucional para la desparasitacion a través del
documento, Lineamiento de Desparasitacion Antihelmintica Masiva que
recomienda utilizar tratamiento antiparasitario contra helmintos intestinales en
todos los nifios a intervalos regulares no aplicaria en esta investigacion ya que no
se reporto el hallazgo de gusanos pero se esta de acuerdo en la necesidad de
realizar estudios de prevalencia del parasitismo intestinal de forma periddica como

lo indica también este documento del gobierno nacional*®.

La giardiasis es una parasitosis causada por G. lamblia, es una infeccién
zoonotica pues presenta diferentes hospederos animales ademas de infectar al
ser humano. De acuerdo a la OMS esta parasitosis es catalogada como una
infeccion parasitaria desatendida u olvidada. A nivel mundial se estima que 200
millones de personas son sintomaticas presentando diarrea con moco, dolor

abdominal, mala absorcién de nutrientes o pueden ser asintomaticos %,

En las encuestas sobre la morbilidad del parasitismo intestinal en Colombia de
1965-1966 y 1977-1980 se encontraron prevalencias generales de G. lamblia de
12.2% y 13.7% respectivamente y para comunidad infantil hasta los cuatro afos
fue de 23,7% en la primera encuesta y de 27.7% para la segunda. En esta
investigacion realizada en comunidad infantil del ICBF hasta los cinco afios se
encontré una prevalencia de 9,3% (24/258) que estd en el rango notificado de
acuerdo a las encuestas anteriores. No se compara con el estudio nacional
realizado del 2012 al 2014 ya que éste se llevé a cabo en infantes de 7 a 10

afios'%.

En Colombia se han realizado diferentes estudios sobre giardiasis en poblacion
infantil del ICBF y los resultados varian entre 10,5% a 37.3%, el estudio realizado

en Popayan arrojo una prevalencia del 9,3%, resultado que no es preocupante
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pero que esta indicando el contacto de los nifios con el agua o alimentos que se
consuman crudos que se encuentren contaminados con heces que presentan

quistes de G. lamblia®®102112

Seria muy relevante que para mejorar la epidemiologia de la giardiasis se
realizaran estudios a nivel molecular y con base en estos resultados se optaran

por actividades de vigilancia y control de esta parasitosis.

Limitaciones

En este estudio se realizé una encuesta estructurada que fue desarrollada a los
cuidadores o representantes legales de la poblacion infantil vinculada al estudio y
a pesar que se realiz6 de forma directa, las respuestas pudieran tener un sesgo de

memoria que incidiria en el analisis estadistico.

La baja participacion de las mascotas que para este caso eran perros, no se
obtuvieron la totalidad de las muestras fecales esperadas, sin embargo los andlisis

moleculares indicaron que las mascotas estaban parasitadas por Blastocystis sp
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CONCLUSIONES

La comunidad infantil se caracterizd por encontrarse en un 80,6% en estrato 1,
con un 95,3% del régimen subsidiado sin embargo el 67,8% tienen casa propia y
sus viviendas tienen una buena calidad en su infraestructura. El agua para
consumo humano viene del acueducto municipal. Participaron tan solo 10
mascotas caninas en buen estado general de salud.

La prevalencia del parasitismo intestinal fue 48% (134/258) en la poblacion infantil
y de Blastocystis sp de 30,6% por coprologia y 40.7% por PCR, para G. lamblia
fue 9,3% y el complejo Entamoeba de 1,5%. No se encontr6 helmintos
intestinales.

La prevalencia de Blastocystis sp por PCR fue de 42% y 30,6% cuando se
estudiaron las heces, lo que evidencia una mayor sensibilidad para diagnosticar la
blastocistosis por técnicas moleculares.

Se observl una relacion estadisticamente significativa con Blastocystis sp con el
consumo de agua y afiliacion SGSS lo cual debe llamar la atencion para mejorar la

calidad de este liquido y realizar campafias educativas.
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RECOMENDACIONES

Los andlisis moleculares son de gran aporte para la ciencia y permite
actualizar la epidemiologia regional, deberia de utilizarse para las

actividades de vigilancia y control de las parasitosis en el contexto regional.

Seria de gran importancia que las técnicas moleculares se aplicaran a otras

parasitosis y asi actualizar la epidemiologia en las regiones.

Las actividades de vigilancia y control deberian disefiarse para toda la
poblacién con especial énfasis en la infantil para mejorar el diagnostico y

asi suministrar el tratamiento farmacologico adecuado para cada parasito.

Las mascotas que presente la poblacién deben tener su adecuado cuidado
y control veterinario para disminuir el riesgo de infeccion hacia la

comunidad humana.

34



Anexol
METODO DE CONCENTRACION

Esta técnica consiste en tomar 2g de materia fecal y se agrega 10ml de solucién
salina, se agita vigorosamente y se lleva a centrifugar durante 3 minutos a 3500
r.p.m. se descarta el sobrante; se agrega 10ml de formol al 10% se agita y se deja
reposar por 5min, se agrega 3ml de nafta (gasolina) se agita y se lleva a
centrifugar durante 3 minutos a 3500 r.p.m. se descarta el sobrenadante y se
procede hacer el montaje colocando en un portaobjetos una gota de solucion
salina y lugol previamente separadas, en donde se deposita en cada una de las ya
mencionada una gota de sedimento. Se observa la preparacion al microscopio a
10x y 40x.

Las muestras de materia fecal deben estar guardadas a una temperatura de -27°C
para ello se utilizé: Tubos falcon fondo redondo tapa presion 5ml (poliestireno),
Solucioén salina, Centrifuga, Tubos falcon cénico 15ml, Alcohol al 90%.
Procedimiento:

1. Afdadir 2gramos de materia fecal en 10ml de solucion salina en tubo cénico.

2. Agitar fuertemente por 30 segundos.

3. Llevar a centrifuga a 1500rpm por dos minutos.

4. Descartar la solucion salina.

Luego de este proceso guardar la materia fecal en tubos falcon fondo redondo 5mi

el cual previamente contiene 4ml de alcohol al 90% y se afiade 1gramo de materia
fecal ésta sera incubada a -27°C para su conservacion.
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Anexo 2.

PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN DE MATERIA FECAL PARA DETECCION DE
PATOGENOS

Preparacion de la muestra

ELIMINAR EL EXCESO DE ALCHOL

DE LA MUESTRA

EXTRACCION DEL ADN

VORTEXAR LA MUESTRA HASTA
QUE ESTE HOMOGENEA

_‘J/

TOMAR 200uL DE LA
MUESTRA (CORTAR EN BIZEL
LA PUNTA)

ADICIONAR 1,4mL O
1400uL DEL BUFFER ALS

RC | 9D

VORTEXAR X 1MIN HASTA QUE
LA MUESTRA ESTE HOMOGENEA

BANO MARIA
= 70°C X 5 MIN
g 1
CENTRIFUGAR LA MUESTRA
(A 14000rpm 6 2000rpm) x

1Min ;ej

| VORTEXAR X 15 Seg |

PIPETEAR 1200uL O 1,2mL DEL
SUPERNADANTE A UN NUEVO TUBO DE
2mL Y DESCARTAR EL PELLET

) 2

- -

ADICIONAR UNA
TABLETA DE InhibiTEX
A CADA MUESTRA

VORTEXAR X 1 MIN
INMEDIATAMENTE
Y CONTINUAMENTE

CENTRIFUGAR LA
MUESTRA (A 14000rpm

6 2000rpm) x 3Min

==

PIPETEAR TODO EL
SOBRENADANTE A
UN NUEVO TUBO
DE 1.5MLY
DESCARTAR EL
PELLET

| 53
‘ INCUBAR X 1MIN A
T° AMBIENTE ‘

e  ADICIONAR 200 pL DE BUFFER e  PIPETEAR 15uL DE

ALY VORTEXAR X 15MIN HASTA PROTEINASA K DENTRO

CENTRIFUGAR LA MUESTRA
CONSEGUIR UNA MEZCLA DE NUEVOS TUBOS DE

(A 14000rpm 6 2000rpm) x

HOMOGENEA. 1,5 MI. i
- INCUBAR A 70°C X 10MIN (BANO ' hd PIPETEAR 200uL DEL _
MARIA) SOBRENADANTE (DEL

PASO 8) DENTRO DEL
TUBO QUE CONTIENE

. ADICIONAR 200 pL DE ETANOL Y

VORTEXAR PROTEINASA K

¥

CUIDADOSAMENTE ADICIONAR LA MUESTRA DEL
PASO 13 DENTRO DE LA COLUMNA QlAamp SIN
TOCAR BORDES. CENTRIFUGAR A 14000rpm O
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1MIN. TRANSFERIR LA COLUMNA A
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reubicar la columna en el nuevo tubo.

TRANFERIR LA COLUMNA A UN NUEVO
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BUFFER AE DIRECTAMENTE DENTRO DE LA
MENBRANA KlAamp. INCUBAR POR 1MIN
A T° AMBIENTE Y LUEGO CENTRIFUGAR
POR 1MIN PARA ELUIR EL ADN.

ADICIONAR CUIDADOSAMENTE 500 pL DEL
BUFFER AW2. Y CENTRIFUGAR X 3MIN.
NOTA: Sl ES NECESARIO, CENTRIFUGAR LA
MUESTRA POR UN MINUTO ANTES DE
REUBICAR LA COLUMNA EN EL TUBO.
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