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RESUMEN

El estudio de Giardia sp, en aguas es de vital importancia ya que este es un parasito intestinal
que ataca principalmente la poblacién infantil. EIl quiste llega a la cadena alimenticia a través de
vehiculos trasmisores tales como el agua de donde son expulsados por medio de heces humanas
0 animales. Las técnicas convencionales de deteccion estan basadas en el uso de microscopia
Optica previo a su concentracion a traves de técnicas como la de Ritchie, Sheather, Faust,
Telemann, MIF Mertiolato/Yodo/Formol. También se encuentran métodos méas avanzados como:
Método por precipitacion, Determinacién de antigenos por ‘ensayo por inmunoabsorcion ligado
a enzimas (ELISA), Inmunofluorescencia, Citometria de Flujo, reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), etc. Aunque estos métodos son efectivos, en el pais no se han podido
introducir masivamente posiblemente debido a que algunos se pueden ver afectados por las
técnicas de concentracion utilizadas, en el caso de las técnicas de fluorescencia hay sustratos del
medio ambiente que pueden emitir fluorescencia, no siempre se trata de métodos flexibles, la
falta de disponibilidad regular de los paquetes en el mercado y que algunos de estos métodos
también detectan los microorganismos muertos. La metodologia IMS trabajada en este proyecto
a pesar de que sus materiales son costosos comparada con las técnicas convencionales, IMS
proporciona suspensiones mas limpias de quistes de Giardia de muestras de agua de turbidez
baja y alta. También se ha demostrado que el procedimiento es adaptable a la recuperacion de
organismos individuales para posteriores procesamientos que incluyan determinar el tipo
molecular y para la evaluacién de la viabilidad.

Por tal motivo, en este estudio se reporta por primera vez el uso de una técnica de separacion
magnética modificada que emplea microparticulas magnéticas que permiten la concentracion y
separacion de los quistes a partir de muestras de matrices complejas como lo es el agua residual
y adicional a esta propiedad, posee integrada a su estructura un nucleo fluorescente que permite
realizar de manera mas sencilla la identificacion del quiste del parésito. Las microparticulas
fueron funcionalizadas con anticuerpo monoclonales anti-Giardia, lo que facilitd la deteccion del
patdgeno a través de la interaccion antigeno-anticuerpo. Los quistes fueron concentrados y
separados empleando un campo magnético externo, mientras que la visualizacion se hizo
empleando microscopia de fluorescencia. La efectividad de esta técnica se contrastd con la
filtracion por membrana usando filtro millipore de 0.45 um y los ensayos se hicieron tanto en
muestras de agua destilada contaminadas artificialmente como en muestras reales de aguas
residuales provenientes del rio. Los resultados permitieron determinar que la técnica fluoro-
inmunomagnética permite la concentracion, separacion y deteccion de quistes de Giardia en tan
solo 1 Lt de agua. Ademas, la técnica mostré ser selectiva ya que en presencia de otro tipo de
parasito como Entamoeaba coli no se presentaron reacciones cruzadas. En comparacion con la
filtracion por membrana mostré6 mayor sensibilidad en la deteccion ya que en todos los analisis
hechos en 1 It de agua la técnica fluoro-inmunomagnética siempre permitié la recuperacion de
quistes del parasito. Por tanto, se pudo concluir a través de esta investigacion que es posible
detectar de forma répida, sensible y selectiva quistes de Giardia lamblia a partir de aguas
residuales.
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1. Introduccién

Giardia lamblia, un protista parasitario, que cambia su ciclo de vida entre dos formas distintas:
un trofozoito flagelado movil, capaz de unirse a las células epiteliales intestinales, y un quiste
inmovil que es capaz de sobrevivir en el medio ambiente. Este parésito es el agente etioldgico de
la Giardiasis, la cual es una parasitosis de distribucion cosmopolita. Este protozoo flagelado
coloniza el intestino de seres humanos y animales, produciendo una enfermedad que
puede ser asintomatica, aguda o crdnica, con cuadros diarreicos de intensidad variable que
puede llegar a ocasionar sindrome de mala absorcion ( Rodriguez V. et al 2014).

Los quistes, son las formas resistentes del parasito que contaminan el agua o los alimentos. La
transmision se produce a través del contacto directo de persona a persona en entornos con niveles
de higiene comprometidos, como centros de cuidado de nifios. El agua cruda es un vehiculo
importante si se ingiere directamente o se utiliza en el riego y la preparacion de alimentos
consumidos crudos (Colli M. et al 2015).

Para el andlisis y la evaluacion de la calidad del agua residual en Colombia se cuenta con la
resolucion 1594/84. La determinacion de la fuente de la contaminacién en ambientes acuaticos
es importante para la estimacién de los riesgos de salud asociados con las contaminacion,
facilitando medidas para remediar los cursos de agua contaminados y la determinacion de
responsabilidades legales a futuro (Venegas C. 2015). Los riesgos ambientales y de salud publica
asociados con la eliminacién de aguas residuales han enfocado la atencién en la importancia de
un tratamiento eficiente de las aguas residuales. Ademas, la reutilizacion de aguas residuales
recuperadas ha surgido como una opcion prominente en la bldsqueda de fuentes alternativas de
agua (Ramo A. et al 2017)

La mayoria de los parasitos intestinales se transmiten por contaminacién del ambiente y en este
aspecto, el agua y los alimentos juegan un papel importante si las heces llegan directamente a las
fuentes hidricas (Pérez C. et al 2008). Que es lo que convencionalmente pasa con el Rio
Pamplonita, los quistes, ooquistes y huevos de los parasitos intestinales permanecen alli y se
distribuyen de forma sencilla a cultivos y fuentes hidricas empleadas para recreacion y/o
consumo.

En Colombia segun la Resolucion Numero 2115 de 2007 del Ministerio de la proteccion social y
de ambiente, vivienda y desarrollo territorial el valor aceptable para Giardia es de cero (0)
Quistes por volumen fijado segin la metodologia aplicada en aguas potables. Se emplean
Técnicas implementadas y validadas segun la Environmental Protection Agency (EPA), método
1623 de diciembre de 2005, que consta de tres pasos fundamentales: filtracion, purificacion y
deteccién. EI método 1623 de la EPA requiere filtracion, separacion inmunomagnética de los
quistes del material capturado y enumeracion de los organismos basandose en los resultados de
microscopia de ensayo de inmunofluorescencia (FA).
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2. Marco de Referencia

2.1 Definicién de Agua

Liquido transparente, incoloro, inodoro e insipido en estado puro, cuyas moléculas estan
formadas por dos atomos de hidrogeno y uno de oxigeno, y que constituye el componente mas
abundante de la superficie terrestre y el mayoritario de todos los organismos vivos (RAE, 2017).

El agua, es un recurso natural escaso, indispensable para la vida humana y el
sostenimiento del medio ambiente, que como consecuencia del rapido desarrollo humano y
economico y del uso inadecuado que se ha hecho de ella como medio de eliminacidn, ha sufrido
un alarmante deterioro (Zufiga C, 2014). El agua, un compuesto extraordinariamente simple, es
sin embargo una sustancia de caracteristicas tan excepcionales y Unicas que sin ella seria
imposible la vida, es una sustancia de capital importancia para la vida con excepcionales
propiedades consecuencia de su composicion y estructura. Es una molécula sencilla formada por
tres pequefios atomos, uno de oxigeno y dos de hidrégeno, con enlaces polares que permiten
establecer puentes de hidrdégeno entre moléculas adyacentes. Este enlace tiene una gran
importancia porque confiere al agua propiedades que se corresponden con mayor masa
molecular. El agua es en el hombre, el liquido en el que se produce el proceso de la vida y, de
hecho, la supervivencia de las células depende de su capacidad para mantener el volumen celular
y la homeostasia (Carbajal A et al, 2012).

2.2 Contaminantes bioldgicos en aguas.

El deterioro de la calidad del agua es un gran problema que va en aumento, y es
considerado uno de los principales problemas ambientales. Las principales causas, tanto para el
agua dulce como la salada, son los vertidos incontrolados de las aguas residuales urbanas
e industriales, muchas veces sin tratamiento. Los principales efectos que produce el agua
contaminada en el medio ambiente son: contaminacion microbioldgica del agua, con la
transmision hidrica de enfermedades (Fernandez C. 2012)

Estas enfermedades se pueden clasificar en tres grupos: microbios patégenos, virus, y parasitos y
protistas. Los microbios patdégenos han sido la principal causa de muerte en los paises en
desarrollo del mundo. Este grupo de microbios se infecta directamente a través del agua potable,
Algunos virus pueden crecer en el canal alimentario humano o en la boca y la laringe, para luego
ser expulsados a través de heces que pueden verse en aguas residuales y aguas contaminadas.
Los parasitos también pueden ser transferidos al cuerpo humano a través del consumo directo de
agua contaminada, causando enfermedades. Las enfermedades méas importantes, trasmitidas por
parasitos se describen en la Tabla 1. La contaminacion del agua por estos organismos puede estar
relacionada con la contaminacion del agua misma durante la fase de la tuberia. Esta
contaminacion puede entrar en la linea a través de la red de distribucion (Behnam H et al 2013).

No Enfermedad Agente Causal
1 Disenteria amebiana Entamoeba histolytica
2 Giardiasis Giardia lamblia
3 Balantidiasis Balantidium coli
4 Dranculiasis Dracunculus
5 Distomatosis Fasciola hepatica

13




Tabla 1. Enfermedades infecciosas y agente causal. Tomado y adaptado de Behnam H et al 2013.

2.3. Parasitos

Cualquier organismo que disminuye la aptitud de su huésped infectdndolo. Esta definicion
ecoldgica incluye microparésitos (por ejemplo, virus y bacterias) y macroparéasitos (por ejemplo,
Gusanos) (Pierre O & Samuel A 2014). La caracteristica que comparten todos ellos es que
necesitan de otros organismos vivos para completar su ciclo vital, de esta manera, se establecen
una serie de relaciones entre ellos y el hospedador como lo es el parasitismo, asociacion en la
cual uno solo de los socios, que denominaremos paréasito, obtiene los beneficios y el otro, el
hospedador, puede sufrir dafio. Como en todo fendmeno biol6gico, no es posible establecer
barreras rigidas que permitan separar estrictamente los distintos tipos de asociacion. Existe la
posibilidad en algunos casos de pasar de una relacion de comensalismo a una de parasitismo. La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS), define el parasitismo como un estado de asociacion
bioldgica entre dos especies diferentes y al parasito como el ser vivo que de manera temporal o
permanente, vive a expensas de otro organismo de distinta especie obteniendo de éste su
nutricion y morada v, al cual, puede ocasionar dafio estructural o funcional. Como consecuencia
de esta asociacion durante la evolucion de las especies los parasitos han sufrido transformaciones
morfoldgicas y fisiologicas, para poder adaptarse a su vida parasitaria. Cabe mencionar por
ejemplo: la atrofia o desaparicion del aparato locomotor, la adquisicion de estructuras que
permiten su fijacion al hospedador, la reduccion o desaparicion del aparato digestivo. En general,
los aparatos circulatorio, respiratorio y de excrecion son simples. El sistema nervioso y los
6rganos de los sentidos son muy desarrollados en artropodos y rudimentarios en helmintos. Con
el fin de asegurar la sobrevivencia de la especie han desarrollado una extraordinaria capacidad de
reproduccion. Entre los helmintos existen machos y hembras, aunque algunos son hermafroditas.
En todos ellos la mayor parte del cuerpo esta ocupada por el aparato reproductor que en algunos
casos incluso es doble. Los protozoos también tienen una gran capacidad de multiplicacion, ya
sea a través de procesos sexuados o0 asexuados (Valdebenito M et al 2012)

2.2.1 Giardia sp.

Los organismos del género Giardia se clasifican en el phylum Metamonada, subphylum
Trichozoa, superclase Eopharyngia, clase Trepomonadea, subclase Diplozoa y orden Giardiida.
La taxonomia de las especies de Giardia ha sido controvertido, resultando en una nomenclatura
confusa con nombres diferentes que se utilizan para la misma especie. Hasta la fecha se han
reconocido seis especies en el género, una en anfibios (G. agilis), dos en aves (G. ardeae y G.
psittaci), dos en roedores (G. muris y G. microti) y una en mamiferos (G. duodenalis). En el caso
de G. duodenalis, dos sindnimos también estan en uso por razones histdricas, Giardia intestinalis
y Giardia lamblia. Ademaés de la variacién morfologica de quistes y trofozoitos, que estéa en la
base de la taxonomia, existe una amplia variacion genética entre y dentro de cada especie, como
lo demuestran los estudios de polimorfismos de proteinas y ADN (Certad G. et al 2017).

La forma de movilidad del trofozoito de Giardia es mediante sus ocho flagelos que conservan en
la estructura canonica "9 + 2" de un flagelo mdvil. Los ocho flagelos estan organizados en cuatro
pares bilateralmente simétricos: el anterior, el caudal, el posteriolateral y el ventral. Los cuerpos
basales de todos los flagelos se localizan en la parte anterior de la célula entre los dos nucleos.
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Cada par flagelar difiere en su posicion citologica dentro del trofozoito y en su asociacion con
estructuras auxiliares. El golpe coordinado de los ocho flagelos moviles de Giardia da como
resultado movimientos complejos esenciales para la motilidad y la division celular, y puede
ayudar en la fijacion del parasito al epitelio intestinal del huésped (Shane G. et al 2016).

Se transmite principalmente a través de agua y alimentos y estas rutas de transmision resultan en
brotes. Giardia se ha asociado con numerosos brotes de agua durante las Gltimas décadas. Mas
del 30% de los brotes notificados se asociaron con sistemas de agua potable contaminados, o
presumiblemente contaminados, con Giardia. Para los brotes de agua potable, las deficiencias
en los procesos de tratamiento de agua son la razon méas citada (Einarsson E. et al.2015). La
infeccion con G. lamblia es una de las enfermedades parasitarias mas comunes en todo el mundo
y se inicia por la ingestion de los quistes del paréasito, los cuales se desenquistan debido a las
enzimas digestivas del estomago, liberando los trofozoitos. Estos colonizan el intestino delgado
superior y se adhieren a la superficie del epitelio intestinal mediante un organelo caracteristico
Ilamado ““disco ventral o de adhesion”. EI mecanismo de adaptacion de Giardia conocido como
enquistamiento, es esencial para que el parasito pueda sobrevivir fuera del intestino del
hospedador, ya que los trofozoitos son sensibles a los cambios de temperatura, humedad y a la
presencia de agentes quimicos. En este proceso, los trofozoitos descienden por el intestino del
hospedador, y al encontrar un ambiente pobre en colesterol, se induce su diferenciacion a quiste,
los cuales son eliminados con las heces. La principal caracteristica de la forma quistica es la
presencia de una rigida pared glicoprotéica externa que protege al parasito en condiciones
ambientales muy hostiles, inclusive a la accion de desinfectantes (Lujan D, 2006).

-+ Nucleo

» Pared del quiste

Figura 1. Morfologia de Quiste de Giardia sp. (Fuente Propia. 2017)

2.2.1.1 Ciclo Biologico de Giardia lamblia

El ciclo bioldgico de G. lamblia presenta dos fases distintas: trofozoito y quiste. La forma
del trofozoito es piramidal, con ocho flagelos dispuestos dos en dos. Reside normalmente
en las dos primeras partes del intestino delgado; duodeno y yeyuno, donde absorbe
alimentos. Su movimiento se produce alrededor de una capa mucosa inmovil situada en la
base de las microvellosidades con un movimiento en saca corcho. Las heces pueden ser una
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via de movilizacion hasta el intestino grueso para los parasitos no adheridos. Si el
microorganismo esta el tiempo suficiente en el colon se produce la retraccion de los
flagelos en vainas citoplasmaticas y se excreta en forma de quiste mas pequefio y ovalado
que el trofozoito. Estos quistes son la forma infectiva del parasito. Cuando maduran son
capaces de sobrevivir durante mas de dos meses en agua fresca y resisten a la cloracion
durante la potabilizacion del agua. La nueva infeccién se produce por ingestion de agua,
verduras frescas etc., contaminadas por quistes. Una vez en el duodeno el quiste se divide
para dar lugar a dos trofozoitos binucleados (Garrido A. 2015).

QUISTE INFECTANTE

Contaminacion de
agua, frutas, hortalizas
por quistes infectantes

1 TROFOZOITO QUISTES
Los trofozoitos también son
eliminados en las heces fecales pero
no sobreviven en el medio ambiente

Figura 2. Ciclo Bioldgico de Giardia sp (Fuente Propia. 2017)

2.3 Técnicas de deteccion de Giardia sp

Las técnicas que se usan en la deteccion de quistes de Giardia sp en agua se acompafia de unos
pasos que se basan en: Fase de Concentracion que incluye técnicas como filtracion (ha sido el
método méas popular en el intento de aislar con éxito parasitos protozoarios en agua) empleando
membranas, Cartuchos, o ultra-filtracion, y recuperacion de particulas del filtro, precipitacién
quimica seguida por disolucién del precipitante, centrifugacion continua y centrifugacion-
decantacion. La segunda fase del procedimiento de monitoreo tiene como objetivo la
concentracion selectiva de organismos diana a partir del conjunto de particulas. Esto se ha
logrado a través de las dos técnicas de separacion por gradiente de densidad: flotacion y
centrifugacion en gradiente discontinuo. Sin embargo, después de la aprobacion de la USEPA en
1999, las metodologias con IMS fueron desplazando las metodologias de separacion de
gradientes. El paso final del procedimiento de monitoreo en agua es la deteccion e identificacion.
Métodos utilizados a lo largo de los afios para el control de Giardia en el agua son de gran
variedad, siendo los mas notables microscépicas y moleculares. La deteccidn también es posible
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mediante citometria de flujo, dptica, Ensayo de Inmunofluorescencia (Directa, indirecta) y
nuevas técnicas basadas en biosensores (Efstratiou A. et al 2017)

Como ejemplo tenemos el método empleado por los autores Hans A. et al 2011, fue la filtracion
por cartuchos, seguido de una separacién inmunomagnética usando columnas MS MACS y
deteccion mediante citometria de flujo con un citometro de flujo espacial CyClow Partec
equipado con un laser de estado sélido azul de 200mW que emitia luz a 488nm dicho método
consiste en un conteo volumétrico del citometro de flujo donde midieron los eventos en 200ul de
volumen de muestra y extrapolaron el resultado a 1ml del volumen de muestra. Los filtros
Opticos se ajustaron para medir la fluorescencia verde a 520nm, la fluorescencia roja a 630nm y
la dispersion lateral (SSC) a 488nm. El gatillo se fijé en fluorescencia verde. Los eventos fueron
definidos basados en fluorescencia SSC, 520nm y 630nm. Los resultados se presentaron trazando
fluorescencia verde (520nm) frente a fluorescencia roja (630nm), asi como frente a SSC y
aplicando regiones de bloqueo definidas (Hans A. et al 2011).

2.4 Antecedentes.

A nivel internacional, investigadores brasileros reportaron en 2012 un estudio sobre la ocurrencia
de oocistos de Cryptosporidium sp y quistes de Giardia sp. en los principales manantiales de
dicha ciudad, encontrando que Cryptosporidium fue la especie mas prevalente (8,1%), seguida
por Giardia duodenalis (5,9%), Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar (2,7%) y Blastocystis
hominis (2,2%). EI método empleado por los autores fue la filtracion por membrana seguido de
inmuno-fluorescencia/DAPI y microscopia de contraste de fase. Los resultados mostraron una
alta contaminacion de diferentes manantiales de una importante ciudad turistica de Brasil,
destacando la necesidad de monitorear las fuentes de agua naturales (Branco et al 2012). Asi
mismo en Sao Paulo, otro grupo de investigadores realizaron estudios sobre la calidad del agua
potable examinando la prevalencia de Giardia sp. En este caso los investigadores emplearon la
técnica de filtracion usando filtros de policarbonato de 1um (Whatman Inc.) acoplada a
separacion inmunomagnética usando anticuerpos monoclonales conjugados con fluoresceina
para Giardia y Cryptosporidium (Waterborne) y DAPI (4 ', 6-diamidino-2-fenil-indol, Sigma).
Los investigadores lograron determinar que la infeccion por Giardia oscil6 entre 0,29% a 2,47%
en nifios y adultos, respectivamente. De esta forma, los autores concluyen que las aguas
superficiales evaluados estan fuertemente contaminados por los quistes de Giardia lo cual es
ocasionado por deficientes sistemas de potabilizacion o la falta de acceso de agua potable a la
poblacién analizada (Sato Z et al, 2013). Recientemente en Espafia un grupo de investigadores
realizaron estudios sobre la incidencia de Giardia en agua destinada para el consumo. Los
autores de la investigacion encontraron G. duodenalis en 58 muestras (45,6%) agua potable y un
(59,8%) 76 muestras en aguas no tratadas, empleando filtracion por membrana acoplado a
separacion inmunomagnética. La identificacion de los parésitos la llevaron a cabo usando
métodos moleculares basados en PCR (Castro H et al, 2015).

Estudios recientes con la finalidad de establecer la prevalencia, el nivel de contaminacién y la
importancia para la salud publica de Giardia duodenalis un grupo de Investigadores realizaron
un estudio en Rios primario de Rumania Occidental, encontrando que 22 muestras (41,5%) eran
positivas para los quistes de Giardia (de 0,05 a 300 quistes por litro), de las cuales G. duodenalis
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se identific6 molecularmente en 13 muestras de agua (24,5%), destacando una considerable
contaminacion de las aguas de los rios con Giardia spp. Empleando filtracion de microfibra; Se
aislaron los quistes de Giardia mediante separacién inmunomagnética (IMS) de acuerdo con el
método USEPA 1623 vy, después de la tincién con anticuerpos monoclonales marcados con
fluorescencia (FITC), se identificaron y contaron bajo un microscopio. Se identificaron las
especies a traves del procedimiento anidado PCR-RFLP dirigido a los genes 18S ribosomal RNA
y gdh, respectivamente (Imre K et al 2017).

En Sarawak, Malaysia, Reena L. et al 2016 estudiaron la presencia de parasitos transmitidos por
el agua en varios sitios de procesamiento de dos plantas de tratamiento de agua potable (Ay B) y
siete sistemas de distribucion (DS) en Dicha isla, donde encontraron muestras para Giardia
(32,9%, 28/85) empleando técnicas como filtracion por membrana seguido de separacion
inmunomagnética (IMS) aplicada de acuerdo con el Método USEPA 1623.1 con modificaciones
menores. Las perlas de hierro recubiertas con anticuerpos monoclonales especificos de Giardia
se usaron para separar los quistes del sedimento de agua y de los desechos utilizando el
concentrador de particulas magnéticas. El sobrenadante restante se utilizo entonces para detectar
otros parasitos. La muestra se tifié con isotiocianato de fluorescencia comercial (FITC) marcado
(Giardia Cel IF Kit, Cellabs Pty Ltd., Brookvale, Australia) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. La observacion se realizO microscopio de epifluorescencia, para confirmar la
presencia de quistes (Reena L. et al 2016).

A nivel nacional en el departamento de Quindio se han estudiado casos sobre presencia de
parasitos intestinales asociados a sistemas de agua potable y no potable determinando la
presencia de quistes de Giardia sp, Blastocystis sp, y ooquistes de Cryptosporidium sp. para la
viabilidad de las formas parasitarias usaron Inmufluorescencia con anticuerpos especificos para
Giardia y Cryptosporidium. (GEMAPOL, 2012).

Investigaciones realizadas por (Huang W. et al 2017), disefiaron un sistema de dispersion laser
de mdltiples angulos basados en microfluidos (MALS), capaz de adquirir patrones de dispersion
de una sola particula. EI sistema incluye un chip de vidrio microfluidico de boquilla sin
revestimiento, y una unidad MALS en el chip que esta en alineacion con la salida de la boquilla
en el chip, dicho sistema proporciona una herramienta prometedora para la deteccion libre de
parasitos transmitidos por el agua y otros contaminantes bioldgicos. En otras investigaciones
realizadas por (Sabi A et al 2015), disefiaron una unidad que utiliza un filtro metalico y un
transductor de ultrasonidos para eluir quistes, con un volumen de retrolavado retenido
Aproximado de 400 pl, encontrando altas tasas de recuperacion de quistes de Giardia sp, son
técnicas que arrojan buenos resultados pero que tienen un nivel de complejidad elevado a la hora
de utilizarlas en un laboratorio convencional.

2.5 Justificacion

Los sistemas de salud, el saneamiento y el acceso al agua tienen ciertas limitaciones en los paises
de América Latina (AL): asuntos tipicos de los paises en desarrollo. Por paises, Brasil lidera los
reportes de protozoarios parasitarios en América del Sur con 30,3% (20/66), seguido por
Argentina con 15,1% (10/66), Colombia 10,6% (7/66). El agua es a menudo contaminada y por
lo tanto poco saludable para los consumidores y usuarios. La informacion sobre la prevalencia y
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la deteccion de protozoos parasitarios transmitidos por el agua es limitada o no esta disponible en
LA. Colombia, desde 2007, decreto la vigilancia obligatoria de los protozoarios (Resolucion
2115, 2007). Este reglamento se encuentra todavia en fase de ejecucion por parte de las empresas
de servicios que suministran agua para consumo humano. Estos esfuerzos pueden tener una
importancia notable en los ultimos afios, mejorando los informes sobre brotes y la vigilancia, por
lo que estas medidas podrian ser un modelo para otros paises de la region para el control y
monitoreo de protozoarios de importancia médica (Rosado M. et al 2017)

Protozoos intestinales patdgenos identificados segun regiones. Encuesta Nacional de Morbilidad
(Peralta L et al 2008).

Protozoos patdgenos | *Region del | *Region *Region *Region Santa fe de

Atlantico Central Pacifico Oriental Bogota
Entamoeba histolytica 16,4% 10,4% 14,3% 10% 10%
Giardia lamblia 15,7% 13,3% 13,3% 15% 10,8%
Balantidium coli 0,2% - 0,2% - -
Tricomonas 0,2-1% 0,2-1% - - 0,2-1%
ntestinalis

* Departamentos en: Region del Atlantico (Atlantico, Bolivar, Cesar, Cordoba, Guajira,
Magdalena, Sucre). Region Central (Antioquia, Caldas, Huila, Tolima, Armenia, Quindio,
Risaralda). Regién Pacifica (Choco, Cauca, Valle del Cauca, Narifio). Region Oriental (Boyaci,
Norte de Santander, Santander, Casanare, Cundinamarca y Meta) (Peralta L et al 2008).

- No se mostrd la prevalencia de estos parasitos en estas regiones, pues donde se obtuvo no fue
significativa (Peralta L et al 2008)

Aunque la giardiosis es mas comun en nifios en los primeros 10 afios de edad, se ha observado
un aumento de ésta en los ultimos afios. No obstante existen reportes de prevalencia en nifios de
diferentes regiones, no se pueden generalizar para todo el pais, por los factores que inciden en la
trasmision. En un estudio realizado en preescolares y escolares rurales del departamento de
Cordoba, la prevalencia para este parasito fue de 48%. Es importante destacar que en Colombia
se han realizado estudios para su deteccion, empleando anticuerpos anti-G. duodenalis y
antigenos de Giardia de cepas colombianas, los cuales han permitido el desarrollo y
perfeccionamiento de Ensayos Inmunoenzimaticos Ligados a Enzimas (ELISA), que se pueden
utilizar en futuros estudios epidemioldgicos (Peralta L et al 2008).

A pesar del desarrollo econémico y social en las ultimas décadas, y de los avances en el
diagnostico de las enfermedades infecciosas con técnicas de biologia molecular, en Colombia
las enfermedades parasitarias siguen siendo causa de alta morbilidad; particularmente en las
poblaciones pobres (Peralta L et al 2008).

Por esta razén a través del desarrollo de este proyecto se empled la técnica de separacion
inmunomagnética como método de atrapamiento de quistes de Giardia lamblia empleando como
elementos de reconocimiento, anticuerpos monoclonales especificos para el parasito. Como
novedad, las particulas magnéticas ademas presentan la caracteristica que son fluorescentes. Por
tanto, la parte magneética se emplea para realizar la concentracion de los parasitos, mientras que
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la parte fluorescente es til para hacer el seguimiento a traves de técnicas de microscopia de
fluorescencia, comparando esta técnica con el uso de membranas para determinando cual de
estos dos métodos resulta mas eficaz a la hora de detectar quistes de Giardia en agua residual del
rio Pamplonita Pamplona Norte de Santander.

La importancia de este estudio es colocar a prueba dos técnicas de suma importancia en el
andlisis de aguas, usado en investigaciones de bacterias y virus, el llevarlas a prueba en la
deteccion de quistes de Giardia sp se convierte en una herramienta Util debido a la baja
probabilidad de encontrar dicho parasito en agua con las técnicas convencionales de
sedimentacion y flotacién a causa de la dilucién que presenta cuando se encuentra en fuentes
hidricas, este trabajo amplia conocimientos en parasitologia y nanotecnologia. De la misma
manera genera informacion sobre futuros trabajos en los que se desee emplear estas técnicas en
el tratamiento de aguas no tratadas y potables, asi como estudios moleculares para determinar las
especies de Giardia presentes en fuentes hidricas.
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3. Objetivos
3.1 General

Detectar quistes de Giardia lamblia a partir de aguas residuales usando separacion fluoro-
inmunomagnética

3.2 Especificos

Obtener quistes de Giardia sp a partir de muestras coproldgicas aplicando el método directo
en microscopia optica.

Funcionalizar microparticulas fluoro-inmunomagnéticas con anticuerpos monoclonales anti-
Giardia que faciliten el proceso de concentracion, separacion y deteccion de Giardia lamblia

Detectar quistes de Giardia lamblia en muestras de aguas contaminadas artificialmente y en
matrices complejas (i.e. aguas residuales) empleando microparticulas funcionalizadas.

Caracterizar microscopicamente los complejos microparticula-quiste para la identificacion de
quistes de Giardia lamblia infecciosos en las muestras problema.
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4. Materiales y métodos

4.1 Area de estudio y recoleccion de muestras coproldgicas.

El estudio se realiz6 en 4 escuelas de la ciudad de Pamplona Norte de Santander ubicadas en las
siguientes coordenadas Escuela 1 (latitud: 7°22'56.40"N y longitud: 72°38'37.54"0), Escuela 2
(latitud: 7°22'49.45"N y longitud: 72°38'43.40"0), Escuela 3 (latitud: 7°22'51.88"N vy longitud:
72°39'8.26"0), Escuela 4 (latitud: 7°20'58.43"N y longitud: 72°39'45.05"0) (ver Figura 1). La
Giardiasis ocurre en todo el mundo y especialmente entre los nifios y en sitios en que las
condiciones sanitarias son deficientes (Alvarenga 2012). Por tal motivo, se tomaron muestras
coprologicas de Escuelas de sectores de bajos recursos (estrato 1) de la ciudad de Pamplona,
Norte de Santander.

Figura 3. Ubicacion de las escuelas donde se recolectaron las muestras coprologicas. A) Escuela
1, B) escuela 2, C) escuela 3, D) escuela 4

4.2 Recoleccion de muestras.

4.2.1 Coprologicas

Se tomaron muestras en nifios que comprendian una edad entre los 4-12 afios de edad, que
cursaban un grado escolar entre preescolar y tercero primaria. Se solicitd un permiso escrito al
rector de las instituciones y padres de familia de los nifios que se analizaron con el compromiso
de entregar resultados sobre el anélisis hecho (anexo 8 y 9 firmas de rector y coordinador y
anexo 10 notificaciones a los padres). Se recolecté un total de 118 muestras coprolégicas en
cajas estériles y transportadas en cavas provistas con hielo hacia el laboratorio de
Nanotecnologia y Gestion Sostenible de la Universidad de Pamplona donde se procesaron en un
tiempo inferior a 2h. La determinacion se realizé en fresco usando microscopia 6ptica (Arias A.
et al 2010).
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4.2.1.1 Purificacion y concentracion de quistes.

Los quistes se purificaron a partir de materia fecal, utilizando un doble gradiente de
Sacarosa (Sacarosa 1M y 0,5M respectivamente). Para ello, las muestras de materia fecal
se diluyeron y filtraron en gasa. 5mL del filtrado se colocaron sobre 10mL de una solucion de
Sacarosa 1 M y fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 5 min. Recuperando el sobrenadante, se
llevdo a un volumen final de 50mL con H2O destilada, los cuales fueron nuevamente
centrifugados a 2000 rpm durante 5 min. Se descartd el sobrenadante; el sedimento fue
resuspendido y se le adicion6 10mL de una solucion de Sacarosa 0,5M, centrifugandose a
2000 rpm por 5 min adicionales. El sobrenadante fue descartado y el pellet conteniendo los
quistes fueron lavados con agua destilada estéril y filtrados por membrana 0.45 pum. Las
membranas conteniendo los quistes fueron almacenadas en solucién de PBS (Adaptado de Saura
A. 2012).

4.2.1.2 Conteo en Camara de Neubauer

Los quistes purificados fueron contados empleando la camara de Neubauer empleando un
volumen de muestra de 10uL. Se realizo el recuento de los 16 cuadros en forma organizada y se
hizo lo mismo con todos los cuatro cuadrantes, calculandose el numero de quistes de la muestra
original (Bernal M, 2014) los cuales fueron reportados aplicando la siguiente formula:

1mm * 1mm * 0. 1lmm = 0. 1mm?3
El resultado se reporto de la siguiente manera: Numero de quistes/ 0. 1lmm3

Los quistes de Giardia sp concentrados y purificados fueron diluidos en base 10 hasta 10°
Quistes/mL en solucion de PBS y almacenados a 4°C hasta su uso (Adaptado de Alviarez Y et al
2014).

4.2.2 Aguas residuales

Las muestras de agua residuales fueron recolectadas en envases plasticos, de cierre hermético,
previamente esterilizados (Jaramillo G. et al 2014) y fueron trasportados al laboratorio en
Nanotecnologia y Gestion Sostenible de la Universidad de Pamplona. El punto de muestreo fue
el tramo donde ya vienen mezcladas los vertimientos de los colectores en el rio Pamplonita,
pasos abajo del puente Chichira Coordenadas (Latitud 7°22'29.50"N y Longitud 72°38'22.61"0)
(GEMAPOL 2012).
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Figura 4. Ubicacion geografica del sitio de toma de muestras

4.2.2.1 Funcionalizacién de Microparticulas Magnéticas

Las microparticulas fluoro-magnéticas fueron funcionalizadas con anticuerpos monoclonales
anti-Giardia lamblia IgG (anticuerpos monoclonales anti-quistes y contra CWPs Cyst Wall
Protein 1 and 2), provisto por el laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Inmunologia y Enfermedades infecciosas (CIDIE-CONICET), de
la Universidad Catdlica de Cdrdoba, Cordoba, Argentina por el Dr. Hugo D. Lujan. Las
condiciones de funcionalizacion se reservan ya que son objeto de patente. Adaptado de:
NC20160005568-Patente de Invencion Nacional - TECNICA DE DETECCION FLUORO-
INMUNOMAGNETICA DE VIRUS ENTERICOS EN AGUAS.

4.2.2.2 Pruebas de adsorcion especificas

Se mezclé viv microparticulas fluoro-magnéticas (10 ppm) y quistes de Giardia (100
quistes/mL). La mezcla se dejo reaccionar durante 1 hora a temperatura ambiente vy
posteriormente se magnetizé durante 15 minutos. Seguidamente, se realizaron dos lavados con
PBS al 10% y un lavado con Agua Destilada Estéril (ADE). Por ultimo, al concentrado
magnético se le adiciond ADE vy se llevd a observacion en microscopia de fluorescencia. El
objetivo de la prueba era comprobar que en ausencia del anticuerpo los parasitos no se unian de
forma inespecifica a las microparticulas. El proceso se llevo a cabo por triplicado. Adaptado de:
NC20160005568-Patente de Invencion Nacional - TECNICA DE DETECCION FLUORO-
INMUNOMAGNETICA DE VIRUS ENTERICOS EN AGUAS.

4.2.2.3 Pruebas de especificidad

A un (1) Lt de agua destilada estéril contaminada artificialmente con 102 quistes de Entaomoeba
coli, se le adiciond 500uL de una dilucion de (10 ppm) de microparticulas fluoro-magnéticas
previamente funcionalizadas con el anticuerpo anti-Giardia tal como se describié en el numeral
4. La mezcla se dejo reaccionar a temperatura ambiente durante 2 horas en agitacion constante y
posteriormente se magnetiz6 durante 15 minutos. Posteriormente, se realizaron dos lavados con
50uL de PBS al 10% y un lavado con 50uL de Agua Destilada Estéril (ADE). Por Gltimo, al
concentrado magnético se le adicionaron 15uL de ADE vy se llevé a observacion en microscopia
de fluorescencia, donde se tratd de observar la ausencia de parasitos acoplados a las
microparticulas. El objetivo de la prueba era comprobar que en presencia de otro tipo de parasito
frecuente en aguas de la misma naturaleza, el anticuerpo no presente reacciones cruzadas. El
proceso se llevé a cabo por triplicado. Adaptado de: NC20160005568-Patente de Invencion
Nacional - TECNICA DE DETECCION FLUORO-INMUNOMAGNETICA DE VIRUS
ENTERICOS EN AGUAS.

4.2.2.4 Deteccién de Giardia sp. Mediante la técnica fluoro-inmunomagnética en muestras
de agua destilada estéril (ADE) artificialmente contaminadas con quistes del parasito y
aguas residuales.

Una solucién de microparticulas magnéticas funcionalizadas con los anticuerpos monoclonales
anti-Giardia fueron adicionadas a 1Lt de agua ADE previamente contaminada con 100 quistes.
La interaccion antigeno-anticuerpo se llevo a cabo durante 2 horas a temperatura ambiente en
agitacion constante. Posteriormente, las particulas magnéticas fueron magnetizadas y el
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sobrenadante fue removido. EIl magnetizado fue lavado tres veces con solucion Buffer fosfato y
Tween 0.05 % y agua destilada estéril. Seguidamente se llevo a caracterizacion por microscopia
de fluorescencia y dptica. EI mismo procedimiento se llevé a cabo con 1 Lt de las aguas
residuales. Todas las pruebas se realizaron por triplicado. Adaptado de: NC20160005568-
Patente de Invencion  Nacional-TECNICA DE DETECCION FLUORO-
INMUNOMAGNETICA DE VIRUS ENTERICOS EN AGUAS.

4.2.2.5 Deteccion de Giardia sp. Mediante la técnica filtracion por membrana en muestras
de agua destilada estéril (ADE) artificialmente contaminadas con quistes del parésito y
aguas residuales.

Se filtrd 1Lt de agua destilada la cual habia sido previamente contaminada artificialmente con
100 quistes. Se retird el filtro de membrana de 0.45 um usando una pinza metélica estéril y
seguidamente se colocd en una caja de Petri a la cual se le adiciond solucion salina 0.85 %.
Posteriormente, con ayuda de una pipeta Pasteur se aspir6 el liquido y se depositd una gota en
un portaobjetos. EI montaje fue tefiido con lugol y posteriormente observado con microscopia
Optica en objetivos 10X y 40 X (Chavez M & Ramirez S. 2014). Todas las pruebas se realizaron
por triplicado. ElI mismo procedimiento se llevd a cabo con 1 Lt de las aguas residuales con la
diferencia de que para evitar que los filtros se obturaran, se realizd una centrifugacion preliminar
a 2500 rpm/15min con el fin de remover material particulado (Chavez M & Ramirez S. 2014).

4.2.2.9 Modelo Estadistico
Se realiz6 un modelo de tipo cuantitativo para detectar la presencia de Quistes de Giardia
lamblia. en el andlisis de aguas residuales.

Pregunta de Investigacion: ¢La técnica fluoro-inmunomagnética permitira la deteccion de
quistes de Giardia lamblia en agua residual?

Tratamiento: Aplicacion de la técnica fluoro-inmunomagnética en la deteccion de Giardia sp en
aguas residuales.

Variable: NOmero de quistes de Giardia lamblia. detectados por la técnica fluoro-
inmunomagnético en un volumen de 1 Lt.

(HO): La técnica fluoro-inmuno-magnética permite la deteccion de quistes de Giardia lamblia en
muestras de agua residual.

(H1): La técnica fluoro-inmuno-magnética no permite la deteccion de quistes de Giardia lamblia
en muestras de agua residual.

4.2.2.9.1.

Analisis de Datos: Se realizé analisis descriptivo con la finalidad de describir como se
distribuye los quistes de Giardia lamblia a lo largo de los 10 muestreos realizados en un mismo
punto; cual es su frecuencia y cuales son los determinantes o factores con ella asociados.
ANOVA de un factor y comparacion de medias para determinar si se muestran diferencias
significativas o por el contrario puede suponerse que sus medias poblacionales no difieren.
Analisis de regresion para estimar las relaciones entre las variables, graficas de barras para
representar los valores obtenidos en la prevalencia de Giardia en las escuelas analizadas y
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controles positivos en la contaminacion artificial de dichos quistes en agua destilada estéril.
Diagrama de cajas (SPSS) para visualizar la dispersion de los datos obtenidos en las muestras de
agua residual, valores atipicos y simetria entre los mismos. Diagrama de barras y de dispersion
si existe aumento o disminucion en el transcurso de los muestreos en cuanto al nimero de quistes
de Giardia sp. en aguas residuales (EXCEL).
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5.0 Resultados

5.1 Obtencion de quistes

La grafica 1 muestra la prevalencia de Giardia sp en 118 estudiantes examinados de cuatro
escuelas de Pamplona Norte de Santander. Se puede observar que un numero total de 8
estudiantes resultd positivo para dicho parasito; lo cual represente un 6,8% de la poblacion
estudiada, siendo la escuela 1 y 3 donde se presentdé mayor incidencia.

Escuelas Analizadas
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35 34
30
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@ 26
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£ 25
'-g 20
E 20
Q
T 15
o
2

10

5 3 3
1 1
; ™ S = SR
1 2 3 4
Escuelas
W Muestras Negativas para Giardia spp B Muestras positivas para Giardia spp

Gréfica 1. Prevalencia de Giardia sp en escuelas de Pamplona Norte de Santander.

5.2 Purificacion de quistes.

Las muestras positivas fueron concentradas y purificadas aplicando el principio de un doble
gradiente de sacarosa, reportado por Saura A. (2012). Se puede observar en la figura A el quiste
de Giardia sp rodeado de un alto contenido de residuos coproldgicos y en la figura B los quistes
puros donde se logra apreciar un montaje libre de residuos coprolégicos.
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Figura 5. Microscopia Optica de quistes de Giardia sp. antes y después de la purificacion A)
tincion con lugol de muestra directa, observacion en 100X, B) Quistes purificados conservados
en PBS Observacion en 100X.

5.3 Funcionalizacion de Microparticulas Magnéticas

Las microparticulas fluoro-magnéticas funcionalizadas con anticuerpos monoclonales anti-
Giardia fueron expuestas a una solucion de agua destilada estéril conteniendo 10> Q/mL. La
figura 6 muestra como el quiste del parasito se une a través de la interaccion antigeno-anticuerpo
a tres microparticulas funcionalizadas. En la figura 6B se aprecia la fluorescencia de las mismas.

Figura 6. Microscopia A) Optica de un quiste de Giardia lamblia unido a través de la
interaccion Ag-Ac, objetivo de 40X B) EI mismo campo en modo fluorescencia donde pueden
visualizarse las microparticulas magnéticas, objetivo de 40X

5.4 Prueba de Adsorcidn Especifica
No se logro detectar la presencia de quistes de Giardia sp, pero si la presencia de microparticulas
magnéticas (figura 7). Lo que demostré que en ausencia del anticuerpo anticuerpo anti-Giardia
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los quistes de los parasitos no se absorben de forma inespécifica. Lo que confirma la afirmacion
de Condori L (2011) “un antigeno se une con el anticuerpo especifico y forma el complejo
antigeno-anticuerpo”.

Figura 7. Microscopia dptica y de fluorescencia de A) quiste de Giardia sp observado en 40X
sin colorante B) Microparticulas magnéticas en modo 6ptico objetivo 40X C) Microparticulas
magnéticas en modo fluorescencia objetivo 40X.

5.6 Prueba de especificidad

A través de esta prueba se logré comprobar que el anticuerpo provisto por el laboratorio
CONICET de la Universidad de Cérdoba en Argentina, no presento reacciones cruzadas, lo que
se evidencio por la ausencia de quistes de Entamoeba coli después de haber sido expuestas a las
microparticulas funcionalizadas con anticuerpos monoclonales anti-Giardia (Figura 8).

Figura 8. Microscopia A) Optica de un quiste de Entamoeba coli antes de realizar el
magnetizado, tefiido con lugol y observado en objetivo de 40X. B) Optica de microparticulas
funcionalizadas después de ser expuestas al parasito. Objetivo 20X. C) Fluorescencia del mismo
campo donde se aprecian solo las particulas fluoro-magnéticas.

5.7 Deteccion de Giardia sp. Mediante la técnica fluoro-inmunomagnética en muestras de
agua destilada estéril (ADE) artificialmente contaminadas con quistes del parasito.

Con el fin de determinar si las microparticulas magnéticas tenian la capacidad de concentrar y
separar los quistes de Giardia lamblia diluidos en agua, se contaminé artificialmente 1Lt de
Agua Destilada Estéril con 10 Q/mL. Después de magnetizar la muestra, se pudo visualizar que
se habia formado el complejo microparticula-anticuerpo-quiste que puede evidenciarse en la
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figura 9.

Figura 9. Microscopia A) Optica de un quiste de Giardia lamblia después de magnetizar una
muestra de agua contaminada con 102 Quiste/mL y observado en objetivo de 40X. B)
Fluorescencia del mismo campo donde se aprecian solo las particulas fluoro-magnéticas

5.8 Deteccion de Giardia sp. Mediante la técnica filtracion por membrana en muestras de
agua destilada estéril (ADE) artificialmente contaminadas con quistes del parasito.

Se realizd una contaminacion artificial en 100 mL de agua destilada estéril con la finalidad de
tener un control positivo sobre la retencion de quistes en la membrana.

Figura 10. Microscopia Optica de Quistes de Giardia sp obtenidos después de la filtracion por
membrana de muestras de agua destilada estéril contaminados artificialmente.

En la siguiente grafica se observa la recuperaciéon a partir de 100 quistes de Giardia sp en
contaminacion artificial de ADE mediante la técnica fluoro-inmunomagnética (FIMS) y de
filtraciobn por membrana (FPM), donde se logra concentrar Giardia con las dos técnicas
empleadas.
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Gréfica 2. Recuperacion de quistes de Giardia sp. Ensayo de controles positivos para la técnica
fluoro-inmunomagnética, filtracion por membrana.

5.9 Deteccion de Giardia sp. Mediante la técnica fluoro-inmunomagnética en muestras de
agua residual del rio pamplonita Pamplona Norte de Santander

Las microparticulas fluoro-inmunomagnéticas permitieron la concentracion, separacion y
posterior deteccion de quistes de Giardia sp en las muestras de agua residual analizadas. la
respuesta a la interaccion del anticuerpo al antigeno en la CWPs (Cyst Wall Protein) se debe a su
afinidad posiblemente con las proteinas de la pared del quiste Unicas de Giardia las cuales son
lectinas que unen fibrillas del homopolimero GalNAc

Figura 11. Microscopia A) Optica de una quiste de Giardia lamblia detectados en aguas
residuales del Rio Pamplonita. El quiste se encuentra unido a una par de microparticulas a través
de la interaccion antigeno-anticuerpo. Objetivo de 40X. B) Fluorescencia del mismo campo
donde sdlo se aprecian las microparticulas fluoro-inmuno-magnéticas. Objetivo 40 X

Diagrama de cajas con donde se observa la deteccion de Giardia lamblia en muestras de agua
residual en los 10 muestreos realizados durante los 5 meses, comprobando la eficiencia de la
técnica fluoro-inmunomagnética en matrices (Agua residual)
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Graéfica 3. Diagrama de cajas sobre el nimero de quiste de Giardia lamblia detectados en los 5

meses muestreados.

Diagrama de dispersion con el numero de quistes detectados por el método fluoro-
inmunomagnético, donde se logra observar el nimero de quistes concentrados en un periodo de 5

meses.
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Gréfica 4. Diagrama de dispersidn sobre el nimero de quiste de Giardia lamblia detectados en

los 3 volimenes colectados en el muestreo.

5.10 Deteccion de Giardia sp. Mediante la técnica filtracion por membrana en muestras de
agua residual del rio Pamplonita en Pamplona Norte de Santander
No fue posible detectar la presencia de quistes de Giardia, empleando la técnica de filtracion por

membrana.
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6.0 DISCUSION

La Giardiasis se considera un problema de salud pablica a nivel mundial, presentdndose
principalmente en estratos socioecondmicos bajos asociados normalmente a malas précticas
higienico-sanitarias, asi como a deficientes practicas en la preparacion de alimentos. La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que alrededor de 200 millones de personas de
Asia, Africa y América Latina presentan Giardiosis sintomatica y cada afio se diagnostican
alrededor de 500.000 nuevos casos. En Colombia, se estima que la frecuencia de Giardiasis es
aproximadamente del 28% en la poblacién infantil. En el presente estudio se pudo determinar
que sélo un 7% de los estudiantes analizados resultd positivo para el quiste del parasito, lo cual
indica que las préacticas higiénico-sanitarias de los estudiantes y familias analizadas no es tan
deficiente toda vez que el porcentaje de prevalencia fue de una cuarta parte la registrada a nivel
nacional y menor a la reportada en otras ciudades de Colombia Ibagué Tolima (Gutiérrez R et al
2014), Cacuta Norte de Santander (Sanchez M et al 2013), Soracd Boyaca (Saenz R 2015),
donde se han documentado prevalencias de 58,97%,11,7% y 11%, respectivamente.

Debido a que los procesos de concentraciéon se basan casi exclusivamente en el tamafio de las
formas parasitarias, una gran cantidad de material extrafio también puede quedar concentrado,
y este material puede interferir con la deteccion exitosa de los parésitos, ya sea incrementando
el volumen total de material que necesita ser examinado, u obstaculizando la observacion
de los parésitos durante el anlisis de la muestra. Por lo anterior, se han implementado procesos
de separacién que mejoran la deteccion de estos microrganismos, incluyendo la centrifugacion
con gradientes de sacarosa (Diaz G. 2014), lo que permitié una mayor concentracién del quiste y
muestras mas limpias. Esto se debe a la densidad del azlcar con las diferentes concentraciones
trabajadas con el fin de concentrar quistes y eliminar particulas no quisticas en los lavados.

Se observd que al someter los quistes de Giardia sp con las microparticulas magnéticas no
funcionalizadas con el anticuerpo anti-Giardia no presentaron afinidad por el parasito por ende
no se presente interaccion y ausencia del quiste después de los lavados. Dicho resultado era el
esperado y confirma que en ausencia de los elementos receptores ningun patdégeno puede
absorberse de manera inespecifica a la microparticula. “Esto se debe a la afinidad que debe
exhibir el anticuerpo monoclonal por cualquiera de las proteinas antigénicas en la pared quistica
(Cyst Wall Protein CWPs) de G. lamblia, Varias de estas moléculas son reconocidas por las
respuestas de anticuerpos” (Quintero J. et al 2013).

Al realizar la contaminacion artificial con quistes de Entamoeba coli se buscaba comprobar el
grado de especificidad del anticuerpo monoclonal anti-Giardia frente a otros patdgenos. Se pudo
observar en la Figura 4 que no hubo unién de las microparticulas funcionalizadas con los quistes
del parésito lo que corrobora la teoria de Condori L (2011) sobre especificidad “capacidad de los
anticuerpos para diferenciar entre antigeno (epitopos) estructuralmente muy préximos o
parecidos. Los anticuerpos reaccionan de forma mas eficaz con los antigenos que
desencadenaron su produccién (antigenos homdlogos), que con antigenos similares u otros
antigenos (antigenos heter6logos). Los elementos estructurales del epitopo que destacan de la
masa central del inmundgeno se comportan como inmunodominantes, y son particularmente
significativos en la determinacion de la especificidad. Estos anticuerpos son muy
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discriminadores y distinguen facilmente entre dos moléculas que difieren en un carbono, o
incluso entre isomeros de la misma molécula”. Las proteinas de la pared del quiste de
Entamoeba incluyen lectinas de Jacob (proteinas que se unen a carbohidratos) que reticulan la
quitina, las quitinasas que degradan la quitina y las lectinas de Jessie que hacen que las paredes
sean impermeables (Samuelson J. & Robbins P. 2011). La especificidad podria estar dada a que
la pared del quiste de Giardia contiene homopolimeros de N-acetilgalactosamina (GalNAc) que
es unico en Giardia como lo afirman Samuelson J. & Robbins P. 2011.

Empleando la técnica de separacion fluoro-inmunomagnética en agua destilada contaminada
artificialmente, se pudo observar la habilidad de las microparticulas magnéticas funcionalizadas
para reconocer el quiste del parésito, concentrarlo y separarlo en 1 Lt de agua. La respuesta que
exhibe el antigeno al anticuerpo se debe principalmente a la afinidad que se presenta en la
interaccion tal y como lo corrobora Quintero J. et al (2013) cuando habla de afinidad entre Ac-
Ant “Esto se debe a la afinidad que exhibe el anticuerpo monoclonal por cualquiera de las
proteinas antigénicas en la pared quistica (Cyst Wall Protein CWPs) de G. lamblia, Varias de
estas moléculas son reconocidas por las respuestas de anticuerpos” (Quintero J. et al 2013).
Generando consigo la interaccidn antigeno-anticuerpo observada en la figura 9.

En la figura 9 se puede observar la interaccion antigeno-anticuerpo gracias a las funcionalizacion
del anticuerpo con las microparticulas magnéticas. Se puede apreciar la union de una sola
microparticula a un costado del quiste y no el quiste cubierto de varias microparticulas esto
posiblemente pasa por la afirmacion de Condori L (2011) “cuando cualquiera de los
reaccionantes estan en exceso no se pueden formar grandes agregados antigeno-anticuerpo”, por
factores como lo indica Flores V. et al (2014), “Fuerza ionica: Donde la asociacion antigeno-
anticuerpo se ve impedida por la neutralizacion parcial de cargas opuestas, producto de la
concentracion de iones de Na y Cl alrededor de los antigenos y anticuerpos”, Juarez B (2004) “El
acoplamiento estructural entre las macromoléculas estd dado por varias fuerzas débiles que
disminuyen con la distancia, como son los puentes de hidrogeno, las fuerzas de van der
Waals, las interacciones electrostaticas débiles y las hidrofobicas”.

El uso de la técnica fluoro-inmunomagnética permitio la deteccidon de quistes de Giardia en
comparacion con la técnica de filtracion por membrana en todos los muestreos realizados en el
rio Pamplonita de Pamplona Norte de Santander gracias al uso de anticuerpos monoclonales
especificos anti-Giardia con microparticulas fluoro-magnéticas, tal y como lo corrobora Barbosa
J. etal 2013 “la utilizacion de anticuerpos especificos asociados con fluorocromos ha sido usada
en microscopia de inmunofluorescencia (IMF) con mejores resultados de sensibilidad vy
especificidad, y es la técnica aplicada en la rutina clinica”, y Hernandez F. et al 2013 “La
presencia del Ac conjugado con el flourocromo no necesita de ninguna reaccion quimica para
hacerse evidente. Los fluorocromos emiten luz de una determinada longitud de onda luego de ser
exitados por un haz de luz de longitud de onda menor. Cada fluorocromo es capaz de emitir luz
dentro de un determinado espectro de longitud de onda.”

En comparacion con la técnica de filtracion por membrana se presentd ausencia en la deteccion
de quistes de Giardia sp debido a que el rendimiento de cada técnica depende de la misma
cuando se emplean con matrices de aguas turbias como las residuales como lo habla Mahmoudi
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R & Mirzaei A (2015) “El rendimiento de recuperacion de los quistes de Giardia sp en el agua
depende de los métodos de purificacion e identificacion utilizados”. 6 Correa R. & Luiz A.
(2015), con los resultados de sus estudios notaron que “la separacion inmunomagnética ayudo a
capturar quistes principalmente en muestras con turbidez media y baja. Para los efluentes
tratados con turbidez baja, la filtracion por membrana alcanzd un 67,5% de recuperacion para los
quistes de Giardia. Segun el Comité Federal-Provincial-Territorial de Salud y Medio Ambiente
(2012) “Aunque la filtracion por membrana es altamente efectiva para la eliminacién de quistes
protozoarios, la integridad del sistema (roturas, conectores, pegamento), el ensuciamiento de la
membrana y la degradacion deben ser considerados. El ensuciamiento de la membrana suele ser
causado por la acumulacion de particulas, productos quimicos y crecimiento biologico en las
superficies de la membrana”, lo que puede ocasionar impedimentos a la hora de detectar los
quistes de Giardia sp.

El analisis descriptivo de las medidas de posicion (media, mediana y moda) (ver tabla en anexo
1) indican el valor central de la distribucion, y para el caso del nimero de quistes de Giardia
sp/Lt aproximadamente coinciden los tres estadisticos en el valor 3*10%. Esto significa que la
distribucion es bastante simétrica y que el nimero de quistes capturado en los 10 muestreos por
la técnica fluoro-inmunomagnética se mantiene sin presentar ausencia de captura. La deteccion
minima en comparacion con la maxima de quistes detectados oscila entre 1*10%-5*10%,
confirmando que en los diez muestreos realizados se logré detectar quistes de Giardia sp.

El estadistico F (Fisher) con su nivel de significancia (sig) cuyo valor fue de 0,213 al ser mayor
que 0,05 se acepta la igualdad de medidas; es decir no existen diferencias significativas entre los
grupos ( Numero de quistes de Giardia sp/Lt en el tiempo de muestreo expresado en meses). Lo
que indica que la deteccion de quistes de Giardia sp por medio de la técnica fluoro-
inmunomagnética no se ve afectado por los diferentes meses en lo que se realizo la recolecta de
las muestras. Por consiguiente hay deteccidn de quistes de Giardia sp en un nimero que oscila
entre 1*10%-5*10% en los 5 meses muestreados. Con respecto al valor P (significancia) se puede
establecer que si dicho valor es >0,05 se manifiesta que no hay diferencia significativa en el
experimento ya que dicho valor fue de 0,213 afirmando la aprobacion de la hipotesis nula y por
consiguiente se rechaza la hipétesis alterna.

En el gréfico 3, se observa que no existen valores atipicos, es decir no se presenta deteccion de
quistes destacados por abajo ni por encima de los datos obtenidos; que serian efecto de célculos
extremos o en el caso de una mala tabulacion manual, errores de medicion o registro. Para el mes
2 y 5 se observa una mayor dispersion en la distribucion de los datos a diferencia del mes 1,3 y 4,
por otra parte la linea que representa la mediana indica que los valores calculados se encuentran
de forma simétrica (Distribucion simétrica), debido a que se puede observar que estan
relativamente en el centro de la caja.

En el Gréafico 4 se observa un diagrama de dispersion trabajado con base a los cinco meses
muestreados donde los resultados nos permite determinar que en el mes 1, 2 y 4 se presentaba
una mayor deteccion de quistes de Giardia sp, a diferencia del mes 3 y 5. Dicha variacion de
nimero de quistes de Giardia mediante la técnica fluoro-inmunomagnética en los meses
muestreados, se debe principalmente a la discontinuidad del quiste cuando se encuentra en
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medios acuaticos tal y como lo menciona Branco N. et al (2012) “la ausencia de protozoos en
algunos de los manantiales estudiados no implica ninguna deficiencia en la metodologia; se debe
sefialar la intermitencia de los quistes en el medio ambiente.” ESto en comparacion con los
resultados obtenidos sobre el nimero de quistes detectados (1*10%, 2*10% 3*10% 4*10% 5*10%
en los 5 meses cuyos valores no eran constantes en cada muestreo.

Para Bencardino Martinez Ciro (2012), el coeficiente de correlacion ® se define como un
“indicador estadistico que nos permite conocer el grado de relacion, asociacion o dependencia
que pueda existir entre dos o mas variables”. Donde el coeficiente de correlacion al cuadrado
disminuye, se aleja de uno; se dice también que la recta representa cada vez menos a ese
conjunto de observaciones. Cuando se presenta los siguientes intervalos: R?=1=correlacion
perfecta, 0,9 < R? < 1 correlacion excelente, 0,8 < R2 < 0,9 correlacion aceptable, 0,6 < R? < 0,8
correlacion regular, 0,3 < R? < 0,6 correlacion minima, y un R? < 0,30 estara indicando que no
hay correlacion entre las variables. En la grafica se observa que el R? su méaximo valor lo
representa la regresion cubico con un valor de 0,170, con lo cual se concluye que con respecto a
esta regresion no existe una correlacién entre las variables y con respecto a las otras regresiones
como su guarismo o valor de la correlacion contintan estando por debajo 0,3 sigue sin existir
correlacion entre las variables.

37



7.0 Conclusiones.

Se obtuvieron quistes de Giardia sp, en muestras coproldgicas de nifios logrando identificar su
estructura morfologica mediante tincion de lugol y observacion en microscopia Optica logrando
purificarlos para poder emplearlos en la fase experimental de contaminacion artificial de
muestras de agua destilada estéril

Se logré comprobar la funcionalizacion de microparticulas con el anticuerpo anti-Giardia
mediante la interaccién de las microparticulas con el quiste de Giardia sp observadas en
microscopia oOptica y de fluorescencia en matrices de agua residual y agua destilada estéril
contaminada artificialmente.

Se detecto la presencia de quistes de Giardia sp empleando la técnica fluoro-inmunomagnética
en aguas residuales del rio Pamplonita Pamplona Norte de Santander.
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ANEexos.

Anexo 1, ANALISIS DESCRIPTIVO
Frecuencias.

Estadisticos

No De Quistes Meses
de Giardia sp/Lt [ muestreados
N Valido 10 10
Perdidos 0 0
Media 29000,00 3,00
Erro.r estandar de la 4068 852 an
media
Mediana 30000,00 3,00
Moda 30000 12
Desviacion estandar 12866,839 1,491
Varianza 165555555,556 2,222
Minimo 10000 1
Maximo
50000 5

a. Existen multiples modos. Se muestra el valor mas pequefio.

Anexo 2, Tabla de Frecuencias.

No De Quistes de Giardia sp/Lt

Porcentaje Porcentaje

Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélido 10000 2 20,0 20,0 20,0
20000 1 10,0 10,0 30,0
30000 4 40,0 40,0 70,0
40000 2 20,0 20,0 90,0
50000 1 10,0 10,0 100,0

Total
10 100,0 100,0
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Anexo 3, ANOVA DE UN FACTOR

No De Quistes de Giardia sp/Lt

Descriptivos

95% del intervalo de confianza
para la media
Desviacion Limite
N Media estandar Error estdndar | Limite inferior superior Minimo | Méaximo
1 2| 35000,00 7071,068 5000,000 -28531,02 98531,02 30000 40000
2 2| 40000,00 14142,136 10000,000 -87062,05 167062,05 30000 50000
3 2| 15000,00 7071,068 5000,000 -48531,02 78531,02 10000 20000
4 2| 35000,00 7071,068 5000,000 -28531,02 98531,02 30000 40000
5 2| 20000,00 14142,136 10000,000 -107062,05 147062,05 10000 30000
Total 10| 29000,00 12866,839 4068,852 19795,62 38204,38 10000 50000
ANOVA
No De Quistes de Giardia sp/Lt
Suma de cuadrados | gl | Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 940000000,000| 4| 235000000,000 2,136 213
Dentro de grupos 550000000,000f 5| 110000000,000
Total 1490000000,000( 9
Resumen de modelo y estimaciones de parametro
Variable dependiente: No De Quistes de Giardia sp/Lt
Resumen del modelo Estimaciones de parametro
R
Ecuacion cuadrado F dfl df2 Sig. Constante bl b2 b3
Lineal ,164 1,574 1 8 ,245 [ 39500,000| -3500,000
Logaritmico ,161 1,536 1 8 ,250 37252,221| -8618,522
Inverso ,136 1,261 1 8 294 21911,299| 15522,703
Cuadratico ,167 ,701 2 7 ,528 | 42000,000| -5642,857 357,143
Cubico ,170 410 3 6 ,752 [ 49000,000| -15476,190| 4107,143| -416,667
Compuesto ,162 1,543 1 8 ,2491 40403,129 ,861
Potencia ,165 1,579 1 8 ,244 | 36958,396 -,376
S ,147 1,381 1 8 274 9,839 ,697
Crecimiento ,162 1,543 1 8 ,249 10,607 -,150
Exponencial ,162 1,543 1 8 ,249 | 40403,129 -,150
Logistica ,162 1,543 1 8 249 2,475E-5 1,162

La variable independiente es Meses muestreados.
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Anexo 4, Charlas en colegios sobre recomendaciones para prevenir casos de parasitosis
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Anexo 5, Charlas a padres de familia y nifios de cada escuela donde se recolecto las muestras
coproldgicas
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Anexo 6, Agitacion y magnetizado de microparticulas Ac

Anexo 7, Filtracion por membrana.
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Anexo 8, Carta autorizacion del rector para trabajar en los colegios.
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Pamplona, 00 de Febrero de 2017

Pr. José Joaquin Rincdn
Coordinador sede Cristo Rey
Instituto San Francisco de Asis

Asunto: Solicitud de permiso para guardar y entregar muestras coprologicas

Mmmmmmmvmodhmmhmw
mmﬁmmaw.wmumw
Key Gonzale: Ortiz C.C. 1092348305, estudiante de X semestre del programa de Biologia quien
se encuentra realizando su tesis de grado bajo mi direccion en la cusl pretandemos determinar
um«mmmmamm-mwumamuum
de 4 deJulio y Santa Marta.

Por nuEstra parte, NO2 COMPTOMETErnOs & QUE UNA Vel 1e Procesen las Muestras, se entregarn
mMmmmmuuwanmma
desparasitacion.

Agradezco su atencion y colaboracion.

Docents Uempo completo
Facultad de clencias Basicas
Universidad de Pamplona

Anexo 9, Carta autorizacion del coordinador de uno de los colegios.
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favor marcar con una X si desean colaboramas con of estudio, por parte nuestra nos comprometemos 3

entregaries resultados del ndio. Muchas Gracias
) x NO

Anexo 10, Autorizacién por escrito que se les daba a los padres de familia para poder colectar las
muestras coprolégicas.
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Anexo 11, Participacion en Il encuentro de Investigacion en Medicina y Salud, Ciencia e
Innovacion

Anexo 12, Tabla de Siglas.

Siglas Significado
ADE Agua destilada estéril
IgG Inmunoglobulina G
FIMS Fluoro Inmunomagnético
FPM Filtracion por membrana
CWPs Cyst Wall Protein (Proteinas de la pared
quistica)
ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
FA Microscopia de ensayo de
Inmunofluorescencia
OMS Organizacién mundial de la salud
AL América latina
MALS Sistema de dispersion laser de maltiples
angulos
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