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Resumen

Introduccion. Blastocystis sp es un protozoo parasito que se encuentra en el tracto intestinal del hombre y algu-
nos animales, se estima que infecta a mas de 1.000 millones de personas en el mundo. El presente trabajo tuvo
como Objetivo determinar los genotipos de Blastocystis sp asociados a diferentes fuentes de transmisién en zona
rural del departamento del Quindio. Materiales y Métodos. Se obtuvieron 42 muestras coprologicas de nifios
entre 0 y 14 aflos, 17 de heces de animales, 17 de alimentos, 28 de superficies inertes ,15 de suelo, 18 de agua de
red domiciliaria y 3 de fuente hidrica. Se realiz6 extraccion de ADN y amplificacion por PCR para Blastocystis sp
usando como blanco el gen SSADNTr. Las secuencias fueron alineadas con ClustalW y se realizaron arboles filo-
genéticos el programa (MEGA11). Resultados. De las 140 muestras recolectadas entre coprologicos de poblacion
infantil y matrices ambientales, se encontr6 una prevalencia de Blastocystis sp del 23,5 % en alimentos, 22,2% en
red domiciliaria y del 4,75 % en la poblacion infantil, no hubo evidencia estadistica que implicara una asociacion
entre la presencia de este protozoo y las variables sociodemograficas. Se encontro el subtipo 2 asociado a pobla-
cion infantil y el subtipo 3 asociado a matrices ambientales (agua y alimentos) y poblacion infantil. Conclusiones:
Se reporta la presencia de Blastocystis sp en tomate y zanahoria, en la red domiciliaria y poblacion infantil en una
zona rural del departamento del Quindio donde los subtipos asociados fueron el subtipo 2 y 3.

Palabras clave: Alimentos, Genotipos, Infecciones, Infantil, Matrices, Protozoo.
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Abstract

Introduction. Blastocystis sp is a parasitic protozoan found in the intestinal tract of man and some animals, and
it is estimated that it infects more than 1,000 million people in the world. In the national parasitism survey, it was
reported with a prevalence of 52% in the northern Andean region. The aim of this study was to determine the
genotypes of Blastocystis sp associated with different sources of transmission in rural areas of the department of
Quindio. Materials and Methods. Forty-two coprological samples were obtained from children between 0 and
14 years of age, 17 from animal feces, 17 from food, 28 from inert surfaces, 15 from soil, 18 from household water
and 3 from water sources. DNA extraction and PCR amplification were performed for Blastocystis sp using the
SSADNr gene as target. The sequences were aligned with ClustalW and phylogenetic trees were performed with
the program (MEGAT11). Results. Of the 140 samples collected between coprological samples of children and
environmental matrices, we found a prevalence of Blastocystis sp of 23.5% in food, 22.2% in the home network
and 4.75% in the child population, there was no statistical evidence implying an association between the presence
of this protozoan and sociodemographic variables. Subtype 2 was found associated with infant population and
subtype 3 associated with environmental matrices (water and food) and infant population. Conclusions: We re-
port the presence of Blastocystis sp in tomato and carrot, in the home network and infant population in a rural area

of the department of Quindio where the associated subtypes were subtype 2 and 3.

Keywords: Food, Genotypes, Infections, Infant, Matrices, Protozoa

Introduccion

Las infecciones intestinales causadas por parasitos, son
un problema de salud publica a nivel mundial pues mas
de dos millones de personas se encuentran infectadas;
siendo los nifios de 5 a 14 afios los principales grupos
de riesgo (1). Blastocystis spp. es un protozoo parasito
cosmopolita que habita en el tracto intestinal de huma-
nos y de numerosos animales. Se estima que afecta a
mas de 1.000 millones de personas en el mundo y su
prevalencia es mas alta en paises en via de desarrollo
asociado con las condiciones de saneamiento deficiente,
contacto con animales, consumo de alimentos o agua
contaminados y malnutricién (2). El hallazgo de este
parasito en heces de diversas especies animales sugiere
su potencial zoonotico (3).

En la encuesta nacional de parasitismo realizada entre
el 2012 y 2014 se encontrd que el protozoo patdgeno
intestinal mas prevalente en todas las provincias bio-
geograficas fue Blastocystis spp con una prevalencia del
52% exactamente en la provincia norandina (4).A pesar
de su elevada frecuencia, ha estado inmerso en contro-
versias y numerosas revisiones por su taxonomia, carac-
teristicas morfologicas, ciclo de vida y papel patogeno,
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que siguen sin ser concluyentes y en ciertos casos re-
sultan contradictorios; Algunos autores han encontrado
una asociacion con trastornos intestinales como diarrea,
enfermedad inflamatoria intestinal sindrome del intes-
tino irritable, y manifestaciones extraintestinales de la
colitis como urticaria y la anemia ferropénica. Otros,
por el contrario, lo encuentran en proporciones iguales
en pacientes sintomaticos y asintomaticos, lo que ge-
nera debate sobre su papel como patégeno o comensal
(5). A la fecha aun quedan aspectos desconocidos de
este protozoo, por tal motivo no ha sido aceptado por
todos los autores propiamente como agente causante
de enfermedades diarreicas pues sigue siendo objeto de
debate, pero ahora esta claro que algunos subtipos estan
relacionados con sintomas en humanos (6).

En los afios noventa se report6 una prevalencia de 1,5
a 10 % en paises desarrollados (parasito mas frecuen-
te en los EE. UU.) y 30 a 50 % en paises en via de
desarrollo, datos reportados en pacientes sintomaticos
como asintomaticos (7). En Argentina investigaciones
realizadas sobre la asociacion de factores ambientales
y parasitos intestinales han permitido obtener resulta-
dos que evidencian una prevalencia del 45,4%, donde
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el parasito mas prevalente fue Blastocystis sp. con una
frecuencia de 27,2% , el suelo con un 82,3% y el agua
con un 84,2% los cuales estuvieron relacionados con las
deficientes condiciones sanitarias (8).

Actualmente existen diferentes estudios para Colombia
que se centran en la identificacion de los subtipos de
Blastocystis sp en heces de humanos mayormente de ni-
fios (9). Para Medellin fue reportada una prevalencia de
Blastocystis por PCR del 53,2% (141/265), los subtipos
identificados fueron ST3 en un 30,5% (18/59), ST2 en
un 23,7% (14/59), ST1 en 20,3% (12/59), y con menor
frecuencia, ST4 en 5,1% (3/59), ST6 en 1,7% (1/59) y
ST16 con un 15,3% (9/50) (10).

En un estudio realizado en Apulo, Colombia se reporto
una prevalencia del (72,4%) para Blastocystis,(71/98) y
la NGS (Next Generation Amplicon) revelo la presencia
de cinco ST (ST1-ST5), siendo ST1, ST2 y ST3 las mas
comunes y presentandose en proporciones casi iguales,
también fue frecuente la presencia de ST mixtos en la
misma muestra (28,2%) (11). Para Ibagué en el afio
2020 se obtuvo un reporte en muestras fecales humanas
revelando la diversidad genética de subtipos: ST1 50%,
ST2 33% y ST3 17% (12). En Armenia se realizo un es-
tudio en poblacion infantil reportando una prevalencia
del 28% (40/138) para Blastocystis sp, con una asocia-
cion entre el subtipo 2 con presentar sintomas, asi como
entre el subtipo 1y 3 y personas asintomaticas (13). Es-
tos estudios han utilizado para la deteccion del ADN de
Blastocystis sp del gen de la SSARNr que se encuentra
altamente conservado; la diversidad genética de este or-
ganismo también se ha demostrado mediante el analisis
de los patrones de RFLP (polimorfismo del tamafo de
los fragmentos de restriccion) obtenidos del gen de la
sSARNTr y del factor de elongacion EF-1a (14).

En Colombia y en la mayoria de los paises de Sura-
mérica, pocos estudios han buscado determinar las ST
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circulantes en animales (15). Sin embargo, los datos
actuales indican que los animales pueden albergar sub-
tipos potencialmente zoonoticos y podrian desempefiar
un papel en la transmision de Blastocystis a los huma-
nos (16).

Dado que los estudios previos se enfocan en estimar la
prevalencia en la poblacién humana y su relacion con
animales domésticos, o estudios de una sola matriz am-
biental, pero no hay reportes donde se identifiquen dife-
rentes matrices ambientales en un mismo estudio y zona
geografica, el objetivo de la investigacion fue identificar
la presencia de subtipos de Blastocystis en muestras de
matrices ambientales y en muestras de heces de nifios
de edad escolar en una zona rural del departamento del
Quindio Colombia.

Metodologia

Tipo de estudio. Se realiz6 un estudio de tipo descrip-
tivo con un enfoque epidemioldgico.

Lugar y tamafio de la muestra. Se seleccionaron 3
veredas de las 17 que pertenecen a la zona rural del mu-
nicipio de Salento, esto con base a estudios realizados
anteriormente en el grupo de estudio, donde se ha re-
portado este organismo en la cuenca alta del Rio Quin-
dio. Se realizaron mesas de didlogo con la Alcaldia de
Salento, Empresas Publicas de Armenia y con la Cor-
poraciéon Autéonoma Regional del Quindio, para definir
la zona rural cercana a intervenir (Fig. 1). Se definieron
los criterios de seleccion para las veredas pertenecientes
a la zona rural del municipio de Salento y se eligieron
en total 3 veredas.

Criterios de seleccion

* Acceso a las veredas (Corredores viales en buen es-
tado para poder ingresar a cada vereda).

*  Mayor nimero de viviendas habitadas y con pre-
sencia de poblacion infantil (Censo previo por la
alcaldia de Salento).

* Aproximacion de las veredas a fuente hidrica (15-
20m)
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Toma de muestras de heces en poblacion infantil,
animales y encuestas de factores de riesgos

Antes de la toma de cada muestra, se visitd a la pobla-
cion en diferentes encuentros, con el fin de socializar
la propuesta de investigacion y el impacto de la mis-
ma, ademas de tomar la autorizacion de los padres, para
que los nifios pudieran formar parte de este estudio, se
diligencio el consentimiento informado y una encuesta
sociodemografica y epidemiologica que contenia los si-
guientes aspectos a evaluar, nivel de escolaridad, acce-
s0 a servicios publicos, habitos en el hogar, presencia de
mascotas, manipulacion de alimentos.

Valoracién antropométrica: Se llevo a cabo una valo-
racion antropométrica de los nifios participantes.

Criterios de exclusion: nifios mayores de 14 afios y
nifios que hubieran tenido un tratamiento antiparasitario
en el transcurso de los tltimos 3 meses.

Criterios de inclusién: Contar con el consentimiento
informado por parte de los padres y/o acudientes, contar
con la encuesta epidemioldgica debidamente diligen-
ciada.

Las muestras se recibieron en recipiente estéril, debi-
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Figura 1: Zona rural del municipio de Salento, Vereda Palestina, Canaan y Chaguala. Reali-

damente rotulados y se conservaron en cadena de frio
hasta su procesamiento en el Centro de Investigaciones
Biomédicas (CIBM).

Posteriormente las muestras (1 gr de materia fecal) se
pasaron a tubos falcén con 5 ml de solucion salina iso-
tonica y se realizo un filtrado con gasa. Se realizo el
método de concentracion y de recuperacion utilizando
el método de Ritchie este método ha sido previamente
estandarizado por el grupo (17).

Para la toma de muestras en animales, se realizd to-
mando heces que se encontraban en la misma vivienda
realizando la toma directa con una espatula almacenan-
dola en recipientes estériles para coproldgicos, y fueron
transportadas en cadena de frio al lugar de su proce-
samiento como es descrito antes. Cabe resaltar que las
muestras se separaban en bolsas ziploc y en diferentes
neveras evitando contaminacion cruzada.

Analisis bacteriolégico: Cuarenta y dos (42) muestras
coprologicas fueron observadas por una bacteridloga
bajo montaje directo. A la poblacion se le reporto el re-
sultado y se les brindo tratamiento gratuito a los nifios
parasitados por parte de los médicos de la Universidad
del Quindio.
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Toma y procesamiento de las muestras de agua

Las muestras de agua fueron recolectadas en recipientes
de plastico de 10 L previamente esterilizados en UV.
Estos fueron sumergidos totalmente a contracorriente
en la quebrada hasta que esté lleno y fueron debida-
mente rotulados con fecha y lugar del cual se obtuvo la
muestra. (18). Seguidamente, en el lugar de la toma de
la muestra del afluente superficial fueron registrados los
datos de las variables fisico-quimicas (pH, temperatura,
DBO, DQO, turbidez, conductividad). Las muestras se
transportaron en frio en nevera portatil, hasta el labo-
ratorio donde se realizo el método de concentracion y
recuperacion de protozoos en solucion de formalina/
éter (19).

Para la red domiciliaria se realizé el mismo proceso to-
mando los 10 L en cada uno de los hogares donde se
tom6 muestra de heces de la poblacion infantil, se reali-
z6 un proceso de desinfeccion del grifo, las muestras de
red domiciliaria fueron tomadas del grifo de la cocina o
lavaplatos y se transportaron en cadena de frio, para ser
procesadas en el en el CIBM

Toma y Procesamiento de las Muestras de Alimentos
y superficies inertes

Se recolectaron diferentes alimentos no procesados
(Lechuga, zanahoria, tomate, repollo, acelga) que podia
brindar la comunidad al momento de la visita, de acuer-
do a disponibilidad de su despensa, se recolectaron y
se depositaron por separado en una bolsa ziploc (Por-
ciones de lechuga, acelga, apio y cilantro, tomates y
zanahorias enteros) debidamente rotuladas, se transpor-
taron en cadena de frio en diferentes neveras al CIBM.
Posteriormente se le realizo un lavado del alimento en
una bolsa con solucién salina, después se le agregd el
extractante (Glicina 1M pH 5.5- 75.07g en 1000ml,
Solucién de lavado pH 3.5 4 PBS+ Tween 80+ Acido
sulfamico) esto dependiendo de la superficie de cada
tipo de alimento, luego se le realiz6 agitacion mecanica
para el desprendimiento de las formas parasitarias, se
centrifugd a 3500 rpm x 10min en tubos falcon de 50 ml
a una temperatura de 4 grados centigrados con un Vol.
Final de 7,5 ml (20).

La recoleccion de muestra de las superficies inertes se
realizé con hisopo y solucion salina isotonica estéril ha-
ciendo un frotis por el area del objeto (Tabla- cuchillo),
en el cuchillo se realizaba el frotis por ambas caras y en
la tabla por la parte de su uso. Se guardaron en tubos
de ensayo que contenian solucién salina al 0,9% debi-
damente rotulados y llevadas al CIBM, donde se agito
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el hisopo, la solucion salina que quedé fue sometida al
método de concentracion y recuperacion mencionado
anteriormente.

Toma y procesamiento de las muestras de suelo
Estas fueron tomadas en el jardin de cada vivienda. Se
realizé un cuadrante 5x5 m, se tomo un punto en cada
esquina y uno en el centro, obteniendo un total de 200 g
de suelo superficial, los cuales se tamizaron en una bol-
sa BagFilter, y se tomaron unicamente 25 g para anali-
zar, se agrego el extractante ( 75 mL de Glicina 1M) y se
realizod una agitacion mecéanica durante 30 minutos en
agitador mecanico a 360 r.p.m. Posteriormente se dejo
en reposo durante 5 minutos y el sobrenadante se paso
a tubos conicos de 50 mL, los cuales se centrifugaron a
1.500 gravedades durante 15 minutos hasta concentrar
la muestra .

Extraccion de ADN

A las 140 muestras recolectadas se les realizd extrac-
cion de ADN, utilizando el kit de extraccion de Wizard
Genomics de Promega con sus respectivos controles ne-
gativos de extraccion (reactivos sin adicion de muestra
de ADN). El control positivo (todos los reactivos usa-
dos en la PCR mas un ADN del que se conocia previa-
mente su estabilidad). E1 ADN total obtenido al final
del protocolo se cuantifico y se midi6 la pureza en una
relacion de 260-280nm en el Epoch™ BioTeK.

Deteccion molecular. La extraccion de ADN de las
muestras coprologicas, se realizd de acuerdo con un
protocolo estandarizado previamente por el grupo, para
ello se utilizo el kit de extraccion Wizard Genomics
(PROMEGA).

Brevemente: todas las muestras obtenidas fueron lava-
das 3 veces con PBS a 2500 rpm durante 5 minutos a
4°C con el fin de reducir impurezas. Se partié con 300
pl de la muestra a analizar suspendida en PBS, a ésta se
le agreg6 600 ul de DNAzol, 10 pl alcohol isoamilico
y perlas de zirconio de 1 mm. Se realiz6 agitacion con
el Mini Bead-beater por un minuto, luego la muestra se
incubo por 1 minuto en hielo, este procedimiento se rea-
liz6 cinco veces. El sobrenadante se trasladé a otro tubo
limpio y se le agregd 200 pl de lisis nuclear, se realizo
agitacion en vortex por 20 segundos y se incub6 a 37°C
por 30 minutos. Después de incubar, se le agrego 100
ul de precipitacion de proteinas, se realizo agitacion en
vortex por 20 segundos, se dejo reposar en hielo por 5
minutos y se centrifug6 a 13.500 rpm por 1 minuto. Se
transfirio el sobrenadante a un tubo limpio y se le agre-
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g0 300ul isopropanol, se centrifugo a 13.500 rpm por 2
minutos, se descartd el sobrenadante con mucho cuida-
do y se le agregan 200 pl etanol al 75% se centrifugd a
13.500 rpm por 2 minutos. Se descarto el sobrenadante
con mucho cuidado, se dejo secar el tubo y se le agrego
80 ul de DNA rehidratante. Adicionalmente en cada en-
sayo se proceso una muestra sin ADN (400 uL de PBS)
como control de contaminacion durante el proceso de
extraccion. Como control positivo se utilizo el ADN de
una cepa de referencia aisladas de estudios previos y
debidamente confirmada por secuenciamiento.

A la cantidad de ADN extraido se le realizé la cuantifi-
cacion y la purificacion, con una segunda lectura de la
misma solucion a 280 nm. Posteriormente se realizo la
amplificacion del ADN por PCR, para todas las mues-
tras recolectadas de poblacion infantil y de matrices
ambientales para un total de 140 muestras.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) utili-
zando como marcador el gen (SSARNr). Los proto-
colos de amplificacion para ese organismo han sido es-
tandarizados por el grupo previamente. Para detectar el
ADN de Blastocystis sp., se utilizé una PCR convencio-
nal que amplifica el gen de la subunidad menor de ARN
ribosomal (SSARNT). Los primers de la PCR fueron
Forward RDS5:5’ATCTGGTTGATCCTGCCAGT '3
y reverse BhDr: 5’"GAGCTTTTTAACTGCAACG'3’
(611pb). El Mix para la PCR en todas las matrices con-
sistio en 12,5 pl de GoTaq Green Master Mix (Promega,
USA), 1,5 ul de cada cebador al 10 uM, 7,0 ul de agua,
grado molecular, 0.5 pl de BSA y 2 pul de ADN para
un volumen final de 25 pl. Los parametros de ampli-
ficacion fueron, una desnaturalizacion inicial a 94 °C
por 5 minutos, seguida de 35 ciclos empezando con la
desnaturalizacion a 94 °C por Iminuto, un anillamiento
a 56.3 °C por 30 segundos, una extension a 72 °C por
30 segundos y un paso adicional de extension final por
10 minutos a 72 °C

La presencia de producto amplificado fue de 611pb. Se
utilizaron como controles negativos para PCR y extrac-
cion de ADN (todos los reactivos menos la muestra), asi
como el control positivo para Blastocystis sp (cepa de
referencia aislada y confirmada). Para observar los pro-
ductos amplificados se llevo a cabo una electroforesis
de los productos en gel de agarosa al 1,5% con 6 pul de
SYBR Green en buffer TBE 0,5X a un voltaje de 100
V por 45 minutos y se observo en un transiluminador
(UVP White/Uv, TMW20). Es importante mencionar
que las muestras ambientales suelen tener bajas canti-
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dades de ADN diana y contienen altas cantidades de in-
hibidores de la PCR, en comparacion con otros tipos de
muestras, como los aislados de cultivos. No obstante,
el efecto de los inhibidores de la PCR podria atenuarse
significativamente afiadiendo BSA que aumenta la es-
tabilidad de la actividad de la enzima polimerasa y su
vida media en las reacciones (21), en este caso se utilizo
con un volumen de 0.5ul.

Secuenciacion y analisis filogenético para determi-
nar variabilidad genética. Después de obtener los pro-
ductos de amplificacion por PCR, las muestras positivas
se enviaron a secuenciar, con el fin de identificar los
subtipos que estan circulando. Estas se enviaron a Pso-
magen USA y se secuenciaron mediante secuenciacion
capilar en ambas direcciones. Al obtener las secuencias,
éstas se agruparon bajo el software ClustalW, en el pro-
grama MEGA 11. Para establecer inferencias filogenéti-
cas. Las secuencias nucleotidicas obtenidas para el gen
SSARNr de las muestras de agua, alimentos y pobla-
cion infantil, fueron sometidas a un proceso de depu-
racion y evaluacion de control de calidad, se curaron y
agruparon las secuencias que obtuvieron puntaje QV>
20 (Los valores superiores a 20 generalmente signifi-
can que una secuencia es confiable). Ademas, se realizo
un nBLAST para ambas cadenas (Forward y Reverse)
usando la base de datos del NCBI (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi), para confirmar si las secuencias
obtenidas correspondian al blanco de amplificacion ob-
jeto de estudio. Con el fin de identificar los subtipos de
Blastocystis encontrados en las muestras secuenciadas,
se construy6 un “data set” con las secuencias nucleoti-
dicas depuradas y ensambladas, mas las secuencias de
referencia del gen 18S SSRNAT de 18 subtipos de Blas-
tocystis sp. depositadas en el GenBank.

Todas las secuencias fueron alineadas con el algoritmo
de ClustalW y la filogenia fue establecida empleando
el programa MEGA version 11 (http:// www.megasoft-
ware.net/), por el método de distancias filogenéticas
usando el método Maximum Likelihood, modelo de
sustitucion Kimura 2-parametros, el cual tiene en cuen-
ta aspectos como los posibles cambios nucleotidicos en
cada una de las posiciones del alineamiento y la tasa
con la que suceden los cambios en una determinada po-
sicion de la secuencia, entre otros aspectos. La fiabili-
dad de los arboles se evalué con un boostrap de 1000
réplicas.

Analisis estadisticos. Se realiz6 un analisis estadistico
descriptivo para determinar la positividad y frecuencia
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de las muestras en la poblacion infantil y en las matrices ambientales.

Aspectos bioéticos
El proyecto fue aprobado por el comité de bioética de la Facultad de Ciencias de la Salud de la Universidad del

Quindio

Resultados

Frecuencia de ADN de Blastocystis sp. en heces de la poblacion infantil y en diferentes matrices ambientales
Se recolectaron un total de 140 muestras en las tres veredas seleccionadas de la zona rural, entre las diferentes ma-
trices ambientales y poblacion infantil (Tabla 1) en un muestreo condicionado por disponibilidad de cada vivienda.
Para la poblacion infantil se lograron recolectar un total de 42 muestras coprologicas hallando una prevalencia de
Blastocystis del 4,76% en los nifios de edad escolar de la zona.

Tabla 1: Total de muestras recolectadas en cada una de las veredas de la zona rural del municipio de Salento.

Tipo de muestra Canaan Palestina Chaguala
Afluente superficial 1 1 1
Red domiciliaria 6 6 6
Alimentos 4 5 8
Superficies 8 10 10
Suelo 5 6 4
Heces Animales 8 5 4
Coprologicos 10 15 17
Total por vereda 42 48 50
Total muestras 140

Se recolectaron 17 muestras de alimentos de las cuales el 23,5% fueron positivas para Blastocystis sp. (Fig. 2)
entre estas predominaron las verduras: tomate y zanahoria;

Figura 2: Amplificacion por PCR de Blastocystis sp del gen SSARNTr de aislados obtenidos de ali-
mentos, en gel de agarosa al 1.5%. Pozo 1: Marcador de peso molecular (100pb). Pozo 2. Control
Negativo Extraccion (ADN). Pozo 3. Control Negativo (PCR). Pozo 4. Control Positivo. Pozo 5 -20.
Muestras de aisladas de alimentos.
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Del total de las muestras, 10 fueron positivas para Blastocystis, entre alimentos, red domiciliaria y poblacion in-
fantil (Tabla 2).

Tabla 2: Total de muestras recolectadas y porcentaje de positividad para Blastocystis sp.

Tipo de muestra Total de muestras Muestras positivas para Blastocystis Porcentaje positividad
Alimentos 17 4 23,5%
Heces animales 17 0 0
Afluente superficial 3 0 0
Red domiciliaria 18 4 22,2%
Superficies 28 0 0
Poblacion infantil 42 2 4,76%
Suelo 15 0 0

En la red domiciliaria se analizaron un total de 18 muestras donde se obtuvo el 22,2% de frecuencia para Blasto-
cystis sp. (Tabla 3). Del agua que recibe esta poblacion el 77,5% pertenece al acueducto veredal de la zona rural el
cual no posee ningun tipo de tratamiento de potabilizacion y aun asi es consumida por sus habitantes, asi que Un
88,2% (13/18) de las viviendas lavan estas frutas y verduras con agua cruda.

En las muestras del afluente superficial no se obtuvo la presencia de Blastocystis sp, estas muestras tenian en pro-
medio un pH de 6,9, una turbidez de 193 NTU Y 78 us/cm en conductividad.

Tabla 3 Caracteristicas del agua de red domiciliaria en la zona rural.

Caracteristicas Porcentajes
Abastecimiento de agua 77,7% (14/18) Acueducto Veredal
Consumo agua 38,8% (7/18) Sin hervir

Condiciones agua 61,1 % (11/18) Turbia

Sin embargo, es interesante notar que a pesar de encontrar la presencia del ADN de Blastocystis en la red domici-
liaria no se observa poblacion infantil infectada en estas mismas viviendas. Se encontrd que la mayoria de los ni-
fios convivian con animales domésticos; pero en estas mascotas no se encontro la presencia de Blastocystis sp, asi
mismo en superficies como tabla y cuchillo y en muestras de suelo donde la presencia fue nula. La edad promedio
de los nifnos en edad escolar evaluados fue entre 7 y 8 afos, el peso promedio fue de 31,18 kilogramos y la talla
promedio fue de 125 cm. Por Indice de masa corporal (IMC), se reportaron 8 nifios en bajo peso (Tabla 4), entre
ellos los dos nifios reportados con presencia de Blastocystis sp (Fig. 3).

Tabla 4: Diagnostico para los nifios en edad escolar de la poblacion rural, segiin el IMC para la edad en nifios y nifias.

Diagnostico Casos Presencia Blastocystis Subtipo
Bajo peso 8 2 2y3

Normo peso 20 0 NA
Sobrepeso 6 0 NA
Obesidad 0 NA

NA: No Aplica
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Figura 3: Amplificacion por PCR de Blastocystis sp de aislados obtenidos de poblacion
infantil en gel de agarosa al 1,5%. Pozo 1: Marcador de peso molecular (100pb). Pozo 2.
Control Negativo (ADN). Pozo 3. Control Positivo Pozo 4 -5: Vacios. Pozo 6-7. Muestra
de poblacion infantil. Pozo 8. Vacio. Pozo 9-10: Duplicado muestra poblacion infantil.

Como panorama general de los resultados obtenidos en este estudio (Fig. 4), se obtuvo mayor niimero de muestras
positivas en la vereda Palestina (Poblacion infantil, alimentos y red domiciliaria).

GRAFICO MUESTRAS POSITIVAS POR VEREDA

P. Infantil [

Heces Animales [

Alimentos 1
Su perficie ﬁ_
suelo [N
P. Infantil [

Heces Animales 1__
Alimentos [
Superficic [

Red Domiciliaria [

Suelo [
P. Infantil [

Heces Animales E
Alimentes [
Superficie [N

Suelo [N

Red Domiciliaria
Red Domiciliaria

Afluente superficial [

Aflue nte superficial [§
Aflue nte superficial [

Palestina Canaan C hag uala

sM.POSITIVA =TOTAL MUESTRAS

Figura 4: Total de muestras positivas por vereda y matriz ambiental.

Identificacion de los subtipos de

sp. en heces de la poblacién infantil y diferentes matrices ambientales. De las 42 muestras de poblacion infan-
til y 98 de matrices ambientales, 10 muestras lograron ser amplificadas por PCR entre ellas de poblacion infantil,
agua y alimentos. Las 10 muestras positivas fueron enviadas a secuenciamiento (4 de alimentos, 4 de red domici-
liaria y 2 de poblacion infantil). Estas secuencias fueron utilizadas para andlisis de agrupamiento por homologia,
luego de curacion. Se realizaron alineamientos con secuencias de cepas de referencia de la misma region amplifi-
cada y luego se realizo un analisis de agrupamiento. El arbol obtenido (Fig. 5) permiti6 agrupar las secuencias con
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el subtipo 2 en un 10 % (1/10) y el subtipo 3 en un 50% (5/10) de Blastocystis sp. Se obtuvo una agrupacion de una
muestra de poblacion infantil con el subtipo 2 evidenciando asi una transmisioén antropondtica.

Se resalta que, el 50% de las muestras ambientales positivas para Blastocystis se agruparon con la secuencia de
referencia del subtipo 3 entre ellas (alimentos como la zanahoria y la red domiciliaria) y que en las muestras de
poblacion infantil se encontré una muestra agrupada para el subtipo 2 y la otra para el subtipo 3. Ninguno de los
otros subtipos de Blastocystis sp tuvo representatividad con las muestras de este estudio pues no se agruparon con

las muestras lo que indica que no estan interaccionando con el humano.
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Figura 5: Relaciones filogenéticas usando el método maxima verosimilitud con el software Mega 11, el modelo de sustitucion
Kimura 2 parametros la fiabilidad del arbol se obtuvo con 1000 réplicas, las secuencias de cepas de referencia de cada uno de

los subtipos de Blastocystis sp obtenidas del Genbank (NCBI).

Ademas, se realizd microscopia optica de las muestras de alimentos con Lugol (Fig. 6) evidenciando la presencia
de protozoos ambientales, huevos similares a Ascaris, Giardia sp, entre otros de importancia en salud publica,
presentandose en mayor prevalencia en tomate, identificando una infeccion simultanea con varios helmintos gas-

trointestinales, protozoos y con la presencia de Blastocystis sp.
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Nematodo-Apio, D) Protozoo ambiental —tomate, E) Nematodo-Cilantro, F) Quiste similar a Balan-
tidium- tomate, G) Protozoo de agua Uncinaria- repollo, H) Giardia-acelga, 1) Huevo Ancylostoma-
tomate

Se realizd microscopia optica de todas las muestras coprologicas recolectadas (Fig. 7) encontrando diferentes or-
ganismos como huevo fértil de Ascaris, Endolimax nana Entamoeba coli, Entaboema Hystolitica Dyspar y Blas-
tocystis, sp. Es importante mencionar que los 2 nifios reportados como positivos para Blastocystis por microscopia
y PCR tenian al mismo tiempo presencia de Endolimax nana, Entamoeba coli y dyspar, pero eran asintomaticos.

L

- Q‘
Figura 7: Microscopia oOptica, tincion con Lugol (objetivo 40x). A) Huevo fértil de Ascaris, B)
quiste de Entamoeba coli

Discusion

La vigilancia de los parasitos transmitidos por los alimentos y el agua es dificil, dado que no existen métodos
estandarizados para el andlisis de rutina y no existe ninguna regulacion en este momento con respecto a estos ries-
gos biologicos. Blastocystis sp se ha encontrado en una amplia gama de hospedadores, pero también en el medio
ambiente incluyendo el agua y el suelo (22) en nuestro estudio se evaluaron diferentes matrices ambientales que
tienen inferencia en la adquisicion del parasito, un estudio similar fue realizado en Tailandia en una zona rural
evaluando en poblacion infantil, animales, agua y suelo, donde se lograron identificar 8 subtipos en humanos, tres
en animales, siete en agua y suelo (23).

En cuanto a los alimentos en este estudio se reporta una prevalencia de Blastocystis sp del 23,5 % distribuido en
tomate y zanahoria. Esto sugiere a los alimentos como un vehiculo potencial para este protozoo, como descri-
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bimos anteriormente (24). Se asume que la presencia
del parasito en estas verduras ocurre a través del agua
contaminada ya sea por material fecal de origen huma-
no o animal, posiblemente utilizado en la irrigacion de
huertos o por contaminacion del suelo por uso de abono
organico con heces. Las muestras recolectadas en este
estudio se encontraban en cada uno de los domicilios,
algunas obtenidas del mercado, otras cultivadas por sus
propios duefios en pequeiias huertas.

Blastocystis se ha detectado mayormente en hojas de
lechuga y, en menor medida, en otras hortalizas para
ensalada. La mayoria de los estudios que exploran la
presencia de este organismo en hortalizas proceden de
paises de Oriente Medio y Sudamérica. En nuestro es-
tudio obtuvimos muestras positivas en su mayoria en
tomate y zanahoria asociadas con el subtipo 3 de Blas-
tocystis al igual que lo reportado en el estudio realizado
en el 2023 donde obtuvieron positividad en diferentes
verduras entre estos tomate y zanahoria, donde el subti-
po (ST) 3 fue el mas frecuente (25) y esta ampliamente
distribuido en todo el mundo, habiéndose encontrado
en seres humanos, animales y también en el medio am-
biente.

El consumo de vegetales crudos a menudo contribuye
a un papel epidemioldgico en la transmision de enfer-
medades parasitarias transmitidas por los alimentos.
Los vegetales se contaminan con diferentes fases pa-
rasitarias (quistes, ooquistes, 6vulos, larvas) durante el
riego con aguas residuales o por contaminacion directa
de animales y humanos durante la cosecha, empaque,
transporte, procesamiento, distribucion y mercadeo.
Los microorganismos suelen adherirse a las hortalizas
de hoja verde con superficies irregulares, mientras que
su presencia en verduras con superficies lisas es menor.
(26). La estratificacion multiple y la rugosidad de las
hortalizas podrian crear micro nichos que favorecen la
adhesion de Blastocystis (27).

El uso de herramientas con mayor poder de deteccion,
resolucion taxondmica y genotipificacion, ademas, de
la implementacion y continuo avance de estrategias me-
diante las cuales se obtiene informacion gendmica de
Blastocystis, han permitido detectar e interpretar even-
tos evolutivos particulares y establecer la presencia de
infecciones por varios subtipos en un mismo hospeda-
dor.

Se identificoé que dos nifios fueron positivos para Blas-
tocystis subtipo 2 y 3. Blastocystis subtipo 3 ha sido
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reportado como el protista entérico mas frecuente en la
ciudad de Medellin (28). En las matrices ambientales
(alimentos y agua, se identifico Blastocystis subtipo 3
representando la transmision en fuentes ambientales
en comparacion con un estudio en Colombia donde el
subtipo 1 y 2 tuvieron una mayor prevalencia, segun
Ramirez en el (2017), para el departamento del Quindio
se encontr6 con mayor frecuencia los subtipos 1, 3, 6y
7. En comparacion con los datos obtenidos en nuestro
estudio donde se evidencio el subtipo 2 y 3 (29).

En nuestro estudio se reporta en red domiciliaria en un
22,2 % de prevalencia del parasito, lo cual puede ser
un factor determinante en la contaminacion de las otras
fuentes analizadas probablemente al ser usada para la-
var las verduras ya que el 88,2 % viviendas estudiadas
lavan estos alimentos con agua cruda, asi mismo el sue-
lo que ya ha sido reportado como via de transmision
anteriormente y la presencia o contacto estrecho de ani-
males (30) matrices de las cuales no obtuvimos presen-
cia de Blastocystis, probablemente esto puede deberse
a que los muestreos fueron realizados en su mayoria en
altas lluvias y por fenémenos como la escorrentia y la
infiltracion del agua en el suelo va ser menor la pro-
babilidad de encontrar este protozoo, asi como por ca-
racteristicas ambientales que varian del suelo como pH,
humedad y temperatura.

Este estudio piloto pionero proporciona la primera in-
vestigacion molecular de Blastocystis y sus subtipos en
poblacion infantil y en diversas matrices ambientales en
una misma zona geografica. Nuestros resultados apun-
tan a que las verduras y el agua son una via de trans-
mision de Blastocystis sp. Estos hallazgos tienen im-
portantes implicaciones para la reduccion o prevencion
de la contaminacién por parasitos en verduras en las
distintas etapas de la cadena de suministro alimentario,
garantizando la seguridad alimentaria y asi mismo la
infeccion en poblacion humana ya que en principio los
alimentos deben estar libres de parasitos y el ADN es un
indicador indirecto de su presencia y cualquier contami-
nacion indica un fallo en las buenas practicas agricolas
o de los alimentos.

Este estudio es el que ha analizado la mayor diversidad
de fuentes para Blastocystis sp y su asociacion con po-
blacion infantil simultineamente en una misma zona de
estudio y en €l se confirma lo hallado en estudios pre-
vios enfocados especificamente en algunas de ellas (8)
indicando que los alimentos y el agua siguen siendo una
via de contaminacion del protozoo parasito.
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La secuenciacion fue relevante para confirmar cuales
subtipos de Blastocystis que infectan humanos estaban
presentes en los alimentos y en las muestras de agua.
Los subtipos 1, 2 y 3 de Blastocystis han sido reporta-
dos anteriormente en poblacion infantil y asociados con
diarrea y sindrome de intestino irritable. En un estudio
realizado en Tailandia lograron detectar Blastocystis
sp. Subtipo 1 en muestras de agua en una escuela rural
(31). En Ecuador, Pert, Bolivia y Argentina el subti-
po 3 presenta una mayor prevalecia, en comparacion
con Colombia donde el subtipo 1 y 2 tienen una mayor
prevalencia (9) para el departamento del Quindio espe-
cialmente la ciudad de Armenia se encontr6 con mayor
frecuencia los subtipos del 1,2y 3y 6y 7 (13).

Los resultados reportados en este estudio, reflejan la
posibilidad de existencia de diferentes rutas de trans-
mision para la contaminacion con Blastocystis sp en la
poblacion infantil analizada. La diversidad de subtipos
de Blastocystis reportada en humanos, animales y fuen-
tes hidricas, son fuerte evidencia de condiciones eco-
epidemiologicas, asociadas con el mecanismo de infec-
cion oro-fecal y la facilidad de dispersion del parésito
en la naturaleza, que favorecen su transmision asociada
con malos habitos higiénicos y sanitarios, inadecuada
eliminacion de excretas, y contaminacion de aguas de
consumo humano y alimentos (15). Segin un estudio
realizado en nifios en asentamientos rurales de Puerto
Narifio los perfiles del poli parasitismo, presentados
como diadas y triadas, estuvieron conformados princi-
palmente por las combinaciones de A. lumbricoides, T.
trichiura, Blastocystis sp., ancilostomideos y el com-
plejo Entamoeba. En este estudio reportamos la presen-
cia del complejo Entamoeba al mismo tiempo que la
presencia de Blastocystis sp en nifios de edad escolar.

Posiblemente podemos evidenciar la infeccion interhu-
mana por Blastocystis sp, en los 2 menores positivos
para el protozoo, sin ninguna otra matriz en su vivien-
da reportada positivo como lo reportado en un estudio
realizado en Bolivia donde se reporta la posibilidad de
transmision interhumana por manos sucias, relacion
orogenital y oroanal (26). Por otro lado, posiblemente
estos menores de edad escolar adquirieron la infeccion
por medio de otra matriz no evaluada en este estudio,

Rev. Asoc. Col. Cienc.(Col.), 2023; 35: 113-127.

dado a que el 72,2% (13/18) de los nifios también reci-
ben diferentes alimentos y agua en el lugar donde estu-
dian y permanecen media jornada por lo cual el monito-
reo de estos protozoos en el agua de consumo y en los
alimentos frescos es necesario para prevenir riesgos a la
salud publica en poblaciones humanas. En particular, la
higiene, el consumo y uso de agua hervida sigue siendo
significativo a la hora de disminuir el riesgo de infec-
cion, asi mismo es importante sefialar que las medidas
de prevencion en el hogar con los padres son importan-
tes para reducir la infeccion de los niflos en casa.

Conclusiones

Este trabajo es el primer estudio que identifica la pre-
sencia de Blastocystis en nifios de edad escolar y su aso-
ciacion con las diferentes fuentes de transmision en una
zona desatendida como la zona rural del departamento
del Quindio.

Se identifico la presencia de ADN de Blastocystis sp del
23,5 % en alimentos (tomate y zanahoria), 22,2 % en
aguay del 4,75% en poblacion infantil. Es el primer es-
tudio en Colombia donde se reporta el subtipo 2 y 3 de
Blastocystis en heces de la poblacion infantil, ademas
del subtipo 3 en matrices ambientales en zona rural. No
se encontrd asociacion entre la presencia de Blastocys-
tis sp en poblacion infantil y las variables sociodemo-
graficas. Se encontré una asociacion entre el subtipo 3
presente en poblacion infantil y en matrices ambientales
(agua y alimentos no procesados).
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